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RESUMEN

En el pez cebra, el drgano pineal o epifisis es una estructura simple
formada por pocas neuronas: Fotorrecepiores y neuronas de conexion. Al
principio del desarrollo embrionario, floating head (flh} especifica el territorio
presuntivo de la epifisis y activa la neurogénesis permitiendo la expresion de
zash1a. El gen proneural zash7a y sus genes homologos (ngn1, neuroD)
codifican para factores transcripcionales con dominios basicos de unién al DNA
(bHLH). Estos genes han sido descritos en varias especies de animales
incluyendo insectos, nemétodos y vertebrados, sugiriéndose que participan en
el desarrolio embrionario durante la especificacion y formacion de [os
precursores neurcnales. Sin embargo, al comenzar nuestro trabajo se
desconocia o papel de zashfa, ngni y neuroD en la neurogénesis de la
epifisis. Con este objetivo, nos propusimos estudiar la funcidén de los genes
refaridos en la diferenciaciéon de las neuronas pineales y, asimismo, determinar
las interacciones genéticas que participan en la seleccidon neuronal. En
consecuencia, planteamos Ia siguiente hipdtesis: zash7a regula la expresion de
defta en los precursores neuronales de la epifisis permitiendo la diferenciacion
hacia fotorreceptores y neuronas de‘ conexion. Para resolver esta pregunta
usamos una aproximacion embriolégica que involucra el aumento y fa pérdida
de la funcién de los genes de interés, mediante expresion artificial de genes

constitutivamente activos y el uso de embriones mutantes de la via Notch

llamados mindbomb (mib).




En la neurogénesis de la epifisis se enconiré que, zashfa controla la
expresién de deffaA, By D. A su vez, mostramos que zash (zash1a y zash1b)
tiene la capacidad de autorregular su expresion mediante un mecanismo de
refroalimentacién negativo. Ademas, encontramos que zasha y ngnt regulan
la produccién de neuronas primarias, no asimismo su diferenciacion hacia
fotorreceptores y neuronas de conexion. Investigando la neurcgénesis en el
mutante mib, determinamos que Notch regula la expresion de zashia, ngnf,
neuroD y delta. Efectivamente, la activacion de la via Notch produce menor
expresion de los genes proneurales y delfa. En este contexto, Noich controla la
cantidad de neuronas primarias formadas en la epifisis.

Nosotros postulamos que los genes proneurales y neurogenicos
participan en vias de sefializacién implicadas en la seleccion de los precursores

neuronales, pero no en su diferenciacion. Este proceso define el nimero pero

no el tipo de neuronas formadas en e érgano pineal.




SUMMARY

In zebrafish the pineal organ or epiphysis is a relatively simple structure,
formed by a limited number of neurons: Photoreceptors and connective
neurons. At the beginning of the embryonic development, the gene Floaling
head (FIh) specifies the presumptive territory of the epiphysis and activated the
neurogenesis, allowing the expression of zash7a. The proneural gene zashfa
and these homologous genes (ngn1, neuroD) codified transcriptional factors
with basic domain for binding to DNA (bHLH). These genes have been
described in several species of animals, including insects, nematodes and
vertebrates, suggesting that they participate during the embrycnic development
in the specification and formation of the neuronal precursors. Nevertheless, at
the beginning of this work, the role of zash1a, ngnt and neuroD was not known
in the neurogénesis of the epiphysis. With this object, we proposed to study the
function of the proneural genes in the epiphysial cluster neurogénesis, and to
define the genetic interactions involved in neuronal selection process. We
postulated the following hypothesis: zash7a regutates the expression of delfa in
the neuronal precursors allowing the differentiation of these structures into
photoreceptors and connection neurons. To solve this question we use an
embryological approach that involves the increase and the loss in the function
of the target genes by means of artificial expression of constitutive active genes
and the use of mutant embryos for Notch signalling pathways called mind bomb
{(mib).

We found that in the epiphysial neurogenesis the expressions of the

delta genes are dependent of zash7a function. Additionally, we observed that




the genes zash? (zash1a and zash1b) have the capacity of auto-regulate its
own expression by a negative feedback mechanism. An interesting finding is
that the genes zash7a and ngn1 regulate the preduction of primary neurons but
not their differentiation into photoreceptors or connective neurons. Investigati‘ng
the neurogenesis in the mib mutant we determine that the proneural genes
zash1a, ngnt, neuroD and delfa are sensitive to the lateral inhibition mediated
by Notch. Effeciively, the activation of the Notch route produces minor
expression of the pronsurals genes and delta. In this context, Notch regulate
the quantity of primary neurons formed in the epiphysis

We postulate that the proneural and neurogenics genes take part in the
signalling pathways involved in the selection of the neuronal precursors, but not

in his differentiation. This process defines the number but not type of neurons

that forms the pineal organ.




INTRODUCCION

1. La epifisis como modelo de estudio de la neurogénesis.

La ontogenia del sistema nervioso, también llamada neurogenesis es uno
de los eventos mas complejos de la embriogénesis e involucra la diferenciacion
de neuronas y glias y la posterior formacion de circuitos neuronales, procesos
que se encuentran coordinados entre células adyacentes. Aln no se conocen
los mecanismos que determinan que células o especializadas se
comprometan a diferenciarse, pero si se sabe que existe una regulacién del
destino celular durante el desarrollo, que abarca una serie de eventos como es
la induccion de genes, migracion celular e interacciones entre células. La
neurogénesis se ha estudiado en variados modelos incluyendo Drosophila,
nematodos, anfibios, peces y mamiferos. Las evidencias permiten establecer la
participacitn de los genes proneurales y neurogénicos en la neurogénesis de
invertebrados y vertebrados (ver revisiones en Artavanis-Tsakonas, 1999;
Brunet v Ghysen, 1999). En efecto, varias caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y moleculares son compartidas por las neuronas de todas las
especies.

Un modelo muy adecuado para estudiar la neurogénesis es el drgano
pineal o epffisis, pues ilustra las principales interrogantes de la biclogia del

desarrollo, las cuales son: ;Como participan las sefiales solubles y celulares

auténomas, en el correcto posicionamiento de las células y tejidos? ;Como




ocurre la generacion de los distintos tipos de células y neuronas que componen
el organismo adulto? Ademas, pueden plantearse otras preguntas que dicen
relacion con el control de la morfogénesis, las interacciones célula-célula, ia

simetria celular y los mecanismos que controlan la migracién neuronal.

1.1. Neurogénesis temprana.

E! sistema nervioso central de los vertebrados se desarrolla a partir de
células ectodermales de la linea media dorsal del eje corporal y su
diferenciacién es inducida por la interaccién del ectodermo con el mesodermo
vecino. Durante dicho proceso el ectodermo neural se engruesa para formar la
placa neural, que luego se invagina para dar lugar al tubo neural (Bronner-
Fraser y Fraser, 1997). En el inicio el tubo neural, consiste en una monocapa de
precursores neurcnales, los que posteriormente darén origen a los diferentes
tipos de neuronas. El patrén embrionario rostral (anterior) caudal (posterior) se
prefigura en la placa neural y se hace mas evidente una vez forma el tubo
neural, que posteriormente se reorganiza rostralmente dando origen a las
vesiculas cerebrales y caudalmente originando en la columna vertebral

(Bronner-Fraser y Fraser, 1997).

1.2. Expresion génica durante la neurogénesis.
Paralelamente al desarrolio del patron morfolGgico, se genera el patrén

de expresion génica a lo largo del eje rosiro caudal y dorso ventral del tubo

neural. Un precursor neuronal para definir su identidad: 1) determina su




identidad espacial de acuerdo al sistema Cartesianc dorsal-ventral, rostral-
caudal y derecho-izquierde. 2) modula su proliferacién celular, 3) interpreta las
sefiales celulares autonomas y externas que conllevan a detener et ciclo celular
y adoptar un fenotipo diferenciado.

L.os mecanismos moleculares que controlan el desarrolio neural, son
regulados positiva o negativamente por varios factores de transcripcion del tipo
homeoproteina (bHLH). En Drosophila, se clonaron cuatro genes del tipo bHLH
pertenecientes al complejo Achaete-scute (Ac-sc), integrada por los miembros:
Achaete (Ac), scute(sc), letal of scute (Isc) y asense (as) (Garcia-Bellido, 1979;
Ghysen y Dambly-Chaudiere, 1988; Villares y Cabrera, 1987; Gonzalez y cols.,
1989). Més tarde, se definid que la expresion de los genes Ac-sc se produce en
el ectodermo neuronal marcando las células progenitoras del sistema nervioso
central {SNC) y periférico (SNP) (Campuzano y Modolell, 1992). Estos genes
Ac-sc participan en la especificacién de las neuronas sensoriales, intemneuronas
y astracitos o glias (Jiménez y Modolell, 1993; Jan y Jan, 1994). En Drosophila,
las evidencias sugieren que los genes Ac-sc son regulados por la inhibicion
lateral mediada por Notch. Efectivamente, la activacion de Notch reduce en
forma significativa la expresion de los genes Ac-sc (Artavanis-Tsakonas, 1999;
Brunet y Ghysen, 1989).

En los vertebrados los homologos de Ac-sc, denominados generalmente
Ash, estén presentes en todas las especies analizadas (por ejemplo mash1 en

ratén, cash? en pollo, zash? en el pez cebra y xash? en Xenopus) y otros tres



genes que curiosamente se han enconfrado sélo en algunas clases de
vertebrados (mash2 en mamiferos, xash3 en Xenopus y cash4 en pollo).

La familia de los genes proneurales incluye hoy dia genes adicionales como
son neurogenina (ngn), neuroD, atonal (ath) y otros, todos ellos involucrados en

procesos de seleccion de precursores o diferenciacién neuronal.

1.3. Mecanismos de activacién de los genes proneurales.

Las proteinas bHLH funcionan como homo y heterodimeros y se unen a
una secuencia comuin del DNA llamada E-box. Las regiones basicas de la
proteina se unen al DNA, mientras el dominio “Hélice-Lazo-Hélice™ esta
involucrado en la dimerizacion con ofro bHLH. Los genes Ac-sc controlan la
competencia neuronal mediante un mecanismo que puede ser dividido en dos
etapas: al principio, bajos niveles de mRNA para Ac-sc, permiten que los
progenitores permanezcan en un estado de activa proliferacién. Mas tarde, al
aumentar los niveles de mRNA de Ac-sc se induce la diferenciacion de los
precursores neuronales (Culi y Modolell, 1998; Koyano-Nakagawa y cois.,
1999). El inicio de la expresion de Ac-sc depende de un mecanismo de
retroalimentacion positivo que involucra las proteinas Senseless en Drosophila
(Nolo y cols., 2000), Xcoe2 (Dubois y cols., 1998) y Hes6 en vertebrados
(Koyano-Nakagawa y cols., 2000; Bae, 2000). A su vez, se ha descrito un

mecanismo de autorregulacion donde la proteina Ac-sc controla la expresion del

mRNA para Ac-sc (Van Doren y cols., 1992; Sun y cols., 1998).




1.4. Funcién de los genes proneurales en la neurogénesis de los
vertebrados.

Se han utilizado diversas técnicas para encontrar los genes bHLH
involucrados en la neurogénesis de los vertebrados. Es asi como se clonaron
mash, xash, math, neuroD2, neurogenina (ngn), ngn2, ngn3, neuroD4 (Lee y
cols., 1997). Esta familia de genes presenta una expresidn diferencial tanto
temporal como espacial en el desarrollo del sistema nervioso. Dependiendo si
actlan en tiempos tempranos o tardios durante la diferenciacion, pueden ser
divididos en factores de determinacién o de diferenciacién, respectivamente
{(Guillemot y cols., 1993; Casarosa y cols., 1989; Morrow y cols., 1989; Tomita y
cols., 2000; Cau y coals., 2002). También existen factores de la familia bHLH que
actlan como represores, es decir, regulando negativamente la neurogénesis
(Lee y cols., 1997). Los genes proneurales pueden ser clasificados en tres tipos
basicos. 1) Factores de determinacién como, mash1, math1, ngn1, ngn2. 2)
Factores de diferenciacién como, neuroD, neuroD2, 3) reguladores negativos
como, hes.

En el pez cebra, se han aislado dos genes Ac-sc llamados zash7a y zash1b
{Allende y Weinberg, 1994). El gen zash7a se expresa en la epifisis desde la
etapa de la neurula tardia y en varias regiones del cerebro: telencéfalo,
diencéfalo (incluyendo la epifisis) y rombdmeros (Allende y Weinberg, 1894). En

esta especie ngn7 acila en las células precursoras de los ganglios sensoriales

{Blader y cals., 1997, Andermann y cols., 2002). Ademas, ngn1 favorece el




desarrollo de las neuronas Rohon-Beard (RB) mediante una interaccién
reciproca con los genes nofch/delta (Comell y Eisen, 2002).

En la diferenciacion neuronal, el papel de los factores bHLH no esta
totaimente determinado. Existe evidencia de que los genes de determinacién
ngn, pueden ser reguladores positivos de la neurogénesis. Es asi como ngnt y
ngn2, inhiben la diferenciacidn glial, promoviendo la neurcnal (Ma y cols., 1996;

Morrow y cois., 1999; Tomita y cols., 2000).

1.5. Los genes proneurales y la identidad neuronal.

El destino de las células que generaran los precursores neuronales o
gliales del SNC, parece determinarse cuando las células se encuentran atin en
una activa proliferacién. A su vez, decisiones como que tipo neurcnal sera,
ocurren hacia el final del ciclo celular (Ferreiro y cols., 1994; Ma y cols., 19886).
Entre la regulacién del ciclo celular y 1a determinaciéni/diferenciacion neuronal,
se manifiestan diferentes maneras de interaccién entre ambos procesos que
pedrian contribuir en conjunto a la coordinacién de la neurogénesis. Por lo
gener.al la expresion de genes proneurales es transitoria. En Drosophila el
descenso en [a expresidn de Ac-sc coincide con la diferenciacidn de los
érganos sensoriales en el SNC y SNP (Cubas y cols., 1991; Cubas y cols.,
1993; Jarman y cols., 1993; Skeath y Carroll, 1993). Asimismo, en vertebrados
los niveles de mRNA para Ac-sc y ngn1 bajan ostensiblemente anies que los
progenitores se diferencien a neuronas (Gradwohl y cols., 1996; Fode y cols,,

2000). Un hecho a destacar es que Ac-sc y ngn7 inducen la diferenciacion




neuronat activando ia transcripcién de neuroD (Lee y cols., 19985; Chitnis v
Kintner, 1996; Farha y cols., 2000). En efecto, en ratones la sobreexpresion de
neuraD induce una prematura diferenciacién neuronal (Lee y cols., 1995; Farah
y cols., 2000). Por su parte, los analisis embriologicos de Xenopus muestran un
patrén de expresion secuencial para ngni, xath3 y neuroD. De hecho, ngn1
induce transcripcién de xath3 y neuroD. Por el contrario, xath3 y neuroD no
regulan la expresion de ngn1 (Ma y cols., 1986; Perron y cols., 1999). De
manera similar, en el pez cebra ngn1 activa la expresion de neuroD (Blader y
cols.,, 1997; Mueller y Wulliman, 2002a; Mueller y Wulliman, 2002b).
Basandonos en estas evidencias es posible sugerir que ngn? activa
directamente la transcripcion de neuroD (Blader y cols., 1997, Korzh y cols.,

1998).

2. La via Notch.

Los genes nofch y delfa codifican proteinas de transmembrana,
correspondientes a receptor y ligando de la via de transduccion Notch-Delta. La
activacion de Notch por Delta, induce un mecanismo competitivo conocido con
el nombre de inhibicién lateral, el cual funciona en la seleccién neuronal en
varias especies y en multiples tejidos (Ver revisién en Artavanis-Tsakonas y
cols.,, 1999). La interaccion entre Deita y Notch implica &l inicio de una
proteolisis secuencial del receptor. El primer corte ocurre cuando Delta se une a
Notch lo que expone el sitio reconocido por una proteasa del tipo Furin. Dicho

corte elimina gran parte del tallo extracelular. El segundo corte lo ejecuta una




proteasa tipo TACE (presenilina). Este Ultimo evento determina la translocacion
del tallo intracelular (NICD) al nicleo (Fig. 1). Aqui el NICD interactda con un
factor transcripcional, Supressor of Hairless Su(H), permitiendo la activacion de
los genes de la familia Espl/hes/her/hairy, segun sea la especie (ver revision en
Artavanis-Tsakonas y cols., 1999). En el pez cebra, existe una linea de peces
mutantes llamada mindbomb (mib), la cual permite analizar la participacion de la
via Notch en la generacién de neuronas durante el desarrollo embrionario. Los
embriones mib presentan una falla generalizada en la via Notch que determina
la aparicion de neuronas supernumerarias en varias zonas del sistema nervioso
(Jiang y cols., 1996). Recientemente se ha caracterizado la proteina
responsable de este defecto y se le ha descrito como una ubiquitina ligasa,

responsable de la activacién del receptor Notch por parte del ligando Delta (ltoh

y cols., 2003).

Fig. 1. Transduccion de la
via Notch/Delta. (Artavanis-
Tsakonas y cols., 1999).
Las proteinas receptor
Migando Notch/Delta,
participan en las
interacciones célula-célula.
La activacion de Notch
permite el corte del tallo
intracelular del receptor y su
movimiento al nicleo, donde
junto con Su(H), activa la
trascripcion del represor
E(Spl).
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2.1. Notch participa en la inhibicidn lateral.

La Figura 2 muestra el mecanismo de inhibicién lateral mediado por
Notch. En Drosophila, Notch restringe la expresion de genes proneurales a las
neuronas presuntivas. Brevemente, al principio aumentan los niveles de mRNA
para delfa en los progenitares neuronales. Acto seguido, el aumento de Delta
determina la activacion de Notch en la célula vecina. Esta célula con mayor
actividad Notch expresa el represor transcripcional Esp/ (Campuzano y
Modolell, 1992; Jarman y cols., 1993; Ma y cols., 1996; Blader y cols., 1997
Henrique y cols., 1997), que inhibe la expresion del gen proneural y deita.
Finalmente, las interacciones célula-célula determinan que sdlo los progenitores
con bajos niveles de Noich activado, sean seleccionados para formar neuronas
(Hinz y cois., 1994; Kunisch y cols., 1994).

En el pez cebra se han identificado cuatro homdlogos de los genes delta:
deltaA, deltaB, deltaC y delfaD (Bierkamp y Campos-Ortega, 1993; Dornseifer y
cols., 1997; Appel y Eisen, 1998; Haddon y cols., 1998). En esta especie los
genes delfaA, B y D participan en la neurogénesis, en tanto delfaC actia
definiendo limites celulares en ia especificacion del notocordo y los somitos

(Jiang y cols., 2000; Latimer y cols., 2002).
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(Notch) <— (Deita) €~ Proneural gene |

|

LIF/CNTF/ Cdk inhibitors NeuwroM

:%: BMPI? (027,921, p16)  Nscil/2

Fig. 2. El mecanismo de inhibicién lateral (Bertrand y cols., 2002). (A) Mediante la
inhibicién lateral se incrementa la expresion del gen proneural y delta en el progenitor
neuronal. A su vez, se reprime la expresion de los mismos genes en la célula vecina.
(B). La célula progenitora, inicia una serie de eventos que permitiran la diferenciacion
neuronal. Entre ellos cabe destacar, la expresién de neuroD y la detencién del ciclo
celular.
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3. El 6rgano pineal o epifisis en el pez cebra.

Evolutivamente, se postula que la epifisis surgié para permitir a los
animales detectar cambios periddicos de luz y oscuridad. Esta glandula esta
compuesta por fotorrecepfores y un sistema neuroendocrino acopiado, el cual
transforma los estimulos visugles en hormonas como serotonina y melatonina
(Korf, 1994).

En todos los vertebrados, la epifisis cumple una funcion reguladora del
suefio. Es interesante que Ia epifisis de los primeros cefalocordados (peces y
anfibios) contiene, a semejanza de la retina, fotorreceptores {Roilang, 1988;
Korf y Rolang, 1989). Dado que la retina aparecié mas tarde en la evolucion, es
posible que ai comienzo la epifisis sirviera como retina rudimentaria.

£n el pez cebra, la epifisis, localizada en la superficie del diencéfalo, es
la primera estructura embrionaria donde ocurre neurogenesis (Wilson y Easter,
1991a, Wilson y Easter, 1991b). En términos estructurales la pineal esta
compuesta por pinealocitos que pueden ser divididos en tres clases:. Los

fotorreceptores, las neuronas de conexién y las neuroglias {Korf, 1994).

3.1. Especificacién del territorio de la epifisis.

El sistema nervioso en los vertebrados se caracteriza por su alto grado
de organizacién. Los lineamientos basicos de su estructura se establecen
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, en la gastrulacion y
neurulacién. En este perfodo la placa neura! esta formada por una capa de

células que origina el tubo neural, el cual se extiende a lo largo del eje anterior
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posterior del embrién. En el tubo neural es posible distinguir las 3 divisiones
principales del cerebro: cerebro anterior (prosencéfalo), cerebro medio
(mesencéfalo) y cerebro posterior (romboencéfalo). Cada uno de estos
territorios contiene las céiulas precursoras que darén origen a las estructuras
del sistema nervioso central adulto. Entre el limite dorsal del prosencéfalo y
mesencéfalo se localiza la epifisis. Este érgano es muy atractivo desde el punto
de vista embriolégico, ya que posee propiedades de organizador. Al respecto,
los estudios genéticos muestran la participacion de masterblind (mbl) y floating
head (fih) en el correcto posicionamiento de la estructura (Masai y cols., 1997).
En resumen, mbl y flh son ios factores que definen mas tempranamente el
territorio presuntivo de la epifisis (Fig. 3). Asi lo muestran los estudios de peces
mutantes donde un descenso en la actividad mbi determina una expresién
ectdpica para fih (Heisenberg y cols., 1996, Masai y cols., 1997; Houart y cols.,
1998: Heisenberg y cols., 2001). Recientemente, se ha mostrado que mb/
codifica para Axin1, un componente esencial de la via Wnt (Heisenberg y cols,,
2001). Estos datos han sugerido que la actividad concertada de las proteinas
Flh y Axin1 son responsables de establecer los limites anterior y posterior de la

epifisis.

3.2. La neurogénesis en la epifisis.
Desde la etapa de la neurula la epifisis puede ser identificada por Ia
expresién de zashfa (Allende y Weinberg, 1994). Durante el desarrolio

epifisiario, la mantencion de la transcripcion para zash7a esta bajo.el control del
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gen flh (Fig. 3). Dicha regulacién es esencial para sostener la neurogénesis
(Masai y cols., 1997). Ciertamente, al bloquear la funcién de fih se produce un
marcado descenso en la produccién de neuronas (Masai y cols., 1997).
Evidencias méas recientes sugieren que flh activa o mantiene las sefiales que
determinan la expresion de los genes involucrados en la neurogénesis, zash1a,
ngn1, neuroD (Cau y Wilson, 2003). Ademas, embriones que carecen de la
funcién conjunta de zash7a y ngn1 presentan una severa disminucion en la
produccién de neuronas. Esto es consecuente con la pérdida de varios
fotorreceptores y neuronas de conexidn. Considerando estos cambios se ha
sugerido que los genes zashfa y ngn1 podrian ser efectores de la funcién

neurogénica de flh en la epifisis (Cau y Wilson, 2003)

Fig. 3. Modelo de la
neurogénesis en la epifisis. (
Masai y cols., 1997). Durante la
gastrulacién mbl es requerido para
restringir la expresion de fih en el
eje anterior posterior de la epifisis.
Aqui la actividad de fih es
necesaria para mantener la
produccién de neuronas. En
ausencia de fih la expresion de
zash1a no es mantenida y esto
determina un bloqueo en la
produccién de neuronas marcadas
con islet1. El mecanismo que
permite la diferenciacion de los
fotorreceptores y neuronas de
conexién adn se desconoce. cp,
cerebro presuntivo.
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En la epifisis del pez cebra, se dispone de varios marcadores
moleculares para identificar los distintos tipos de neuronas que componen el
érgano. Es asi como, las neuronas primarias son reconocidas por la expresion
de la proteina Isletl que tipifica la transicion mitdtica desde células
indiferenciadas a neuronas (Ericson y cols., 1992, Pfaff y cols., 1996). Después
del primer dia de desarrollo embrionario, la epifisis se caracteriza por la
producién de acetilcolinesterasa (AchE), en las neuronas unipolares, bipolares y
multipolares (Wilson y Easter, 1991a; Wilson y Easter, 1991b). En la misma
etapa las neuronas de conexion son visibles en el eje dorsal ventral del
diencéfalo (Wilson y Easter, 1991a), pudiendo ser reconocidas por la expresion

de pax6 y Tubulina acetilada (Tuac) (Macdonald y cols., 1994; Masai y cols.,

1997).

Fig. 4. Composicién neuronal de la epifisis en el pez cebra. Vision frontal a las 36 horas
df. Obsérvese la marca de Zpr1 en los fotorreceptores (flecha). En el recuadro se muestra
una secci6n transversal del epitdlamo dorsal. Mediante inmunocitoquimica se detecta la
Opsina en los fotorreceptores (café) e Islet1 (negro) en las neuronas primarias de la epifisis.
En la parte derecha de la Figura se muestra una representacion esquematica de la
neurogénesis en la epifisis. En ella Islet1 marca los precursores que son comunes a
fotorreceptores y neuronas de conexién (Masai y cols., 1997).
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La produccion de fotorreceptores empieza 36 horas después de la
fecundacién. En ellos se expresa una proteina de membrana similar a la
presente en los conos de la retina, reconocida con el anticuerpo Zpr1 (Larison y
Bremiller., 1990). Mediante analisis inmunocitoguimico con anticuerpos dirigidos
contra las proteinas Islet? y Opsina es posible detectar las neuronas de
conexion en la base ventral de la epifisis y los fotorreceptores en la superficie

dorsal (Fig. 4).

4. Desarrollo de la linea lateral posterior (lip).

La linea lateral posterior (lip) es un sistema sensorial presente en peces y
anfibios que permite a los animales detectar los movimientos de agua, coordinar
las respuestas de escape y la navegacion solidaria en cardimenes. Como en e}
caso de la pineal, este sistema sensorial ha experimentado profundas
transformaciones en la evolucion de los tefrapodos, quedando representado en
los pelos sensariales presentes en el oido (Metcalfe, 1989). La lIp esta formada
por un primordio que migra a lo largo del trenco y la cola de los embriones
permitiendo depositar entre 8-9 neuromastos (Fig. 5).

Basandose en estudios clasicos que muesiran un aumento progresivo en
la cantidad de neuromastos (Stone, 1933), se ha propuesto que el desarrollo de
la Hip ocurre como renuevo del primer neuromasto depositado (Metcalfe., 1989).
Recientemente, se ha sugerido un segundo mecanismo que involucra la
formacién de un primordio migratorioc capaz de depositar neuromastos

regularmente.
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Fig. 5. Desarrolio de los
T T neuromastos en la linea lateral
posterior (lip). En las larvas
marcadas con 4-di-2-Asp
(DASPEI), se puede apreciar que
la llp esta formada por 9
imeghamscnory ) neuromastos distribuidos a lo largo

Hair cells

Sappon cclls
\
\

Pendam del miosepto horizontal. En la

£ weens parte inferior de la figura se
observa un modelo esquematico,
donde se muestra un neuromasto,
compuesto por los cilios que
forman un pelo sensorial (rojo) y
vy fibe las células de soporte (azul),
distribuidas alrededor de los cilios.

4.1. Neurogénesis en la linea lateral posterior (lip).

Algunos de los primeros genes expresados en la placoda de la lip, son
atonal (zath1) y ngn1 (ltoh y Chitnis, 2001; Andermann y cols., 2002, Cornell y
Eisen, 2002). En la neurogénesis de la lip ngn1 precede y activa la expresion de
neuroD. En embriones inyectados con oligonucleotido morfolino para ngn1 el

ganglio de la llp desaparece, en cambio los neuromastos se forman
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normaimente. Este resultado indica que el desarrollo del ganglio y de los
neuromastos se produce por vias independientes (Andermann y cols., 2002).

El analisis de la expresién de los genes pronsurales y neurogénicos en
los neuromastos de la lip, muestra que la transcripcién del gen proneural zath?
se produce en un patron similar a los genes neurogénicos deffa (delfaA, deltaB),
los cuales parecen definir las células presuntivas del neuromasto (ltoh y cols.,
2001). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado la funcién de estos

genes en la neurogénesis de lallp.

5. Plan de esta tesis.

Las evidenctas muestran que flh y zashi1a son los factores de
transcripcion que promueven Ia neurogénesis en el territorio presuntive de fa
epifisis. Su expresion es secuencial, siendo la transcripcion de zashia
dependiente de la actividad de flh. De hecho experimentos de pérdida de
funcidn han sugerido que, fh y mbl/ controlan el territorio de expresion para
zash1a y de esta manera el territorio con potencial para formar neuronas (Masai
y cols., 1987). Sin embargo, Al principio de esta tesis se desconocia el papel de
zash1a en la neurogénesis de la epifisis. Con este objetivo propusimos analizar
la funcion de zash1a y la posible interaccion génetica entre zash7a y la via
Notch/Delta durante la seleccidn y diferenciacion neuronal en la epifisis.

En el desempefio de esta tesis encontramos claras analogias entre la
neurogénesis de la epifisis y Ia lip, sobre todo en o que respecta a Ia actividad

genética durante la seleccion neuronal. En efecto, es factible sugerir un
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mecanismo comun en la neurogénesis de los érganos sensoriales en el pez

cebra.

HIPOTESIS.
zash1a regula ia expresion de deffa en los precursores neuronales de la
epifisis, permitiendo ia diferenciacion de los fotorreceptores y ias neuronas de

conexion.

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar la funcidon de zash7a en la neurogénesis de la epfifisis,
asimismo, determinar interaccion genética entre zash7a y la via Notch/Delta.
Ademds, analizar el pape! de los genes proneurales y neurogénicos en Ia
formacion de la lp. Esto para definir los mecanismos comunes que participarian

en la neurogénesis de los rganos sensoriales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1- Caracterizacion de la funcion del gen zash7a en la neurogénesis de la

epifisis.

2- Andlisis de las interacciones genéticas entre el gen proneural zash1a
y los genes neurogénicos (Nofch/delfa) en la neurogénesis de la

epifisis.
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3- Caracterizacion del desarrollo de la epifisis en los mutantes de la via

Notch, mindbomb (mib).

4- Estudio de la neurogénesis en la linea lateral posterior.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

1.1. Obtencién y mantencién de los embriones de pez cebra (Danio
rerio).

Se obtuvieron embriones de pez cebra (Danio rerio, Telostei,
Cyprinidae), por cruces naturales entre peces adultos, en agua a 28°C, con
alimentacion diaria y ciclos de luz-oscuridad de 10 y 14 horas respectivamente.
En ia realizacién de los cruces se procede a juntar los peces machos y
hembras, en cubetas especiales provistas de una rejilla en la base para evitar el
canibalismo de los huevos fecundados. Una vez colectados los huevos son
colocados en una solucion salina que contiene azul de metileno (E3 al 1%), que
previene la contaminacion de los embriones con hongos. Algunas veces es
posible suplir el medio de incubacién con Estreptomicina (100mg/ml) y asi
prevenir las infecciones por bacterias. Los embriones son lavados cada cierto
tiempo con la misma solucibn y se mantienen a 28°C (la velocidad del
desarrollo en los embriones de pez cebra es dependiente de ia temperatura).

Se uso la clasificacion de estadios de Kimmel y cols. (1995).
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1.2. Fijacién de los embriones.

Para los objetivos de este trabajo se procedid a fijar embriones en
diferentes etapas de desarrollo, usando para ello Paraformaldehido al 4% (PFA
4%). Los embriones vivos son fijados en PFA 4% durante 1-2 horas a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. La sobre exposicién de
los embriones a la solucion PFA 4%, es perjudicial, pues a mayor tiempo de
incubacién, menor es la permeabilidad de los embriones a las sondas o
anticuerpos. Una vez cumplido el tiempo de fijacion, se procede a retirar el

corion en forma manual mediante el emplec de Pinzas Dupont N° 5.

1.3. Empleo de oligonucleétidos morfolinos,

L.os oligonucledtidos morfolino (Gene Tools, Corvallis OR, EEUU), fueron
disefiados para bloquear la funcién de los genes zash1a, zash1b, ngn1 y
NeuroD al nivel de la traduccion de las proteinas. Accedimos a las secuencias
nucleotidicas de cada uno de los genes empleandoc el programa GenBank.

Para cada uno de los morfolinos se prepar6 un stock 10ng/ul del
oligonucleotido en una solucion salina denominada DANIEAU 1X y 10% de rojo
de fenol. £l rojo de fenol es un compuesto inerte que permite visualizar el sitio
de inyeccidn. Se hicieron diluciones 8nglul, Sngful, 2,5ng/ul, 1,5ng/ul y 1ngfyl,
con el objeto de encontrar la concentracion adecuada y evitar los efectos

inespecificos. Las inyecciones con oligonucledtidos morfolinos para zash7a,

zash1b con concentraciones mayores que Sng/ul produjeron toxicidad en los
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ambriones tratados. Por el contrario, no observamos efectos en el fenotipo al
micro-inyectar los embriones con concentraciones inferiores a Tng/ul. Los
efectos méas especificos se observaron en concentraciones de morfolino
zash1a, zash1b que fluctlan en un rango entre 1,5ng/ul -2,5ng/ul. En el caso
del morfolino contra ngn?, los efectos mas notables sobre el desarrollo
embrionario se consiguieron en concentraciones de 1ng/ul a 1,5ng/p! (Comnell y
Eisen, 2002). En el caso del morfolino contra neuroD, observamos defectos en
desarrollo de los embriones en concentraciones sobre Sng/ul. Al micro-inyectar
morfolinos para cada uno de los genes referidos observamos diferentes efectos
sobre el fenotipo. Esto sirvié como control de la especificidad de los diferentes
morfolinos durante el desarrollo embrionario.

En nuestros andlisis utilizamos como control embriones silvestres sin
inyectar y embriones silvestres inyectades con agua u otro morfolino, L.a micro-
inyeccion se efectud entre la etapa de 1 y 4 células. Para realizar las

inyecciones se empleo un microlnyector provisto de un micromanipulador.

1.4. Microinyeccion de embriones e induccién con dexametasona.

Se realizo la sobre activacién de la via Notch mediante microinyeccion de
un mRNA que codifica para el talio intracelular de la proteina Notch, el cual
activa en forma constitutiva la sefial (NICD). La activacién de la quimera de
Notch-GR se lleva a cabo mediante la adicion de dexametasona disuelta en

etanol 95%, al medio de cultivo a una concentracién final de 4 ug/m! {Kolm y
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Sive, 1995), en el momento apropiado del desarrolio sobre el cual se desed
investigar la funcién de la via Notch. En el citoplasma, Notch-GR y la HspSO
forman un complejo inactivo. La unién a dexametasona se asocia con la
liberacién del GR del complejo y con un cambic conformacional en la estructura
que permite la exposicin de la sefial de localizacion nuclear y posterior
activacion de la transcripcidn. Los mRNA NICD fueron transcritos in vitro antes
de la sobreexpresion en los embriones. Se inyect6 en el estadio de una célula
por el polo animal. La concentracién de mRNA a inyectar se determino en cada
experimento. Los embriones fueron incubados hasta varios estadios de
desarrollo para estudiar los efectos de la sobreexpresion de 1a via Notch. Las
consecuencias fueron evaluadas mediante la técnica de hibridacion in situ o por

andlisis de la morfologia embrionaria.

1.5. Transcripcion in vitro de mRNA.

Se transcribid el mMRNA de los clones linearizados de los genes
investigados en esta tesis. Dependiendo de la orientacion del inserto se uso la
enzima de restriccién y de polimerizacion adecuadas (Tabla 1).

La transcripcion de ios mRNA para la inyeccién en embriones se realizo,
mezclando 1 pg de plasmidio finearizado, 2,5 pl de tampdn de transcripcion
10X, 2,5 pl de DTT 0,1M, 2,5 il de mezcla de nucledtidos, 5 pl de GpppGppp
2,5 uM, 1 pl de RNAsin (20U), agua DEPC (libre de RNAsas) hasta completar
25 ul y 1 pl de la RNA polimerasa respectiva. Esta mezcla se incubo a 37°C

durante 20 minutos, para luego agregar 1 pl de GTP 25 pM y continuar la
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incubacion a 37°C. Después de dos horas se agrego 1yl de DNAsa | y sé
continuo la incubacion durante otros 30 minutos. El mRNA sintetizado se extrajo
con un volumen de una mezcla fenol, cloroformo, alcohol isoamilico 25:24:1, y
se precipitd agregando 0,1 volimenes de acetato de litio 3M y 2,5 volimenes
de etanol absoluto. Ef mRNA se centrifugé durante 20 minutos a 12.000g para
luego eliminar el sobrenadante, lavar con etano! al 70% y volver a centrifugar a
12000g durante 5 minutos, luego de los cuales se elimino el liquido y sect el

mRNA para finalmente resuspenderic en 20 pl de agua DEPC.

Tabla.1. Clones utilizados para la sintesis de mRNA.

Enzimas de Restriccion y RNA polimerasas usadas.

Gen Enzimas de restriccion | RNA Polimerasa | Referencia
NICD Notl SP6 MacLaughlin
y cols., 2000
NICD-GR Notl SP6 MacLaughlin
y cols., 2000
DeltaDpst Notl SP6 Dornserfier y
cols., 1997
Her-4 Notl SP6 Dornserfier y
cols., 1997
Zashla Xbal T3 Allende y
Weinberg,




1994

Reactivos de Biologia Molecular.

- Acetato de Sodio 3M pHS5.2, Winkler Lida., Chile

- Agarosa, Winkler Litda., Chile

- Agua sin nucleasas, Winkler Ltda., Chile

- Blocking reagent (BMB), Roche, Alemania

- Cloroformo: Alcohol iscamilico 24:1, Winkler Lida., Chile
- Cloruro de cobalto, Winkler Lida., Chite

- dGTP Ext. Mix, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra
- Dicromato de sodic y de potasio

- Dig-HighPrime, Roche, Alemania

~ DNAsa, Boehringer, Mannheim, Alemania

- DTT 0.1M, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra

- EDTA 0.5M pH8, Winkier Ltda., Chile

- Enzimas de restriccidn: Sacl, Sacll y sus tampones respectivos

pertenecen a MBI Fermentas.

- Enzimas polimerasas T7, T3, Sp6, MBI, Fermentas

- Escherichia coli DH5a competentes (stock de laboratorio)
- Etanol, Merck, Alemania

- Fenol: Cloroformo béasico, Winkler Lida., Chile




26

- Isopropanol, Merck, Alemania

- LiCl 10M, Winkler Ltda., Chile

- MgCl> 50mM, New Ingland Biolabs, Estados Unidos

- Naranja de acridina, Merck, Alemania

- NTPs, MBI Fermentas, Lituania

- Suero de oveja, Gibco, BRL

- Tampdn T4 DNA Ligasa 10x y T4 DNA Ligasa, Biolabs, New England

- Tampén transcriptasa reversa

-Tampén de reaccién de PCR 10x menos Mg, 50mM Cloruro de
Magnesio, Taq polimerasa y Deoxinucledsidos de trifosfato para PCR,
dTTP, dATP, dCTP, dGTP, GibcoBRL, Inglaterra

- Transcriptasa reversa SUPERSCRIPT i

- Trizol (Total RNA Isolation Reagent), DTT 0.1M, tampon RT 5x, cloruro
de magnesio 25 mM y Superscript I, GibcoBRL, Inglaterra

- X-gal, Winkier Ltda., Chile

1.6. Analisis de los patrones de expresion de los genes estudiados,
mediante hibridacion in situ.

Se usaron sondas de RNA modificadas por la incorporacion de
digoxigenina, las cuales fueron generadas a partir de los ¢cDNA para los
distintos marcadores de la epifisis y de la linea lateral posterior (Tabla. 2). E!
c¢RNA para sondas se sintetizé mezclando 1 pg de plasmidio linearizado, 2,5 i

de tampén de trascripcién 10X, 2,5 pl de DTT 0,1M, 5ul de una mezcla de
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nucledtidos 2,5uM cfu, 5 pl de DIGmix, 0.5 ut de RNAsin (20U), agua DEPC
(libre de RNAsas) hasta completar 25 pl y se agregé finalmente 1 ul de la RNA
polimerasa correspondiente. Luego de dos horas se agrego 1l de DNAsa |,
para continuar con la incubacién durante otros 30 minutos. Al final de la
transcripcién se agregs 75 pl de agua DEPC y se hizo pasar la mezcla que
contiene RNA sintetizado en una columna de Sephadex equilibrada con TE pH
7.5 (Quiagen) para eliminar los nucledtidas libres, no incorporados al cRNA
sintetizado.

Los productos de las linearizaciones y transcripciones fueron analizados
en geles de agarosa 1% TAE y las determinaciones de las concentraciones de
acidos nucleicos se realizaron mediante lectura espectofotométrica a 260 nm.
Por lo general la incubacion con la sonda se realizé a una concentracion de
1ug/ml. Los embriones completos fueron fijados durante 1 hora en PFA 4%. A
continuacion se retiro el PFA 4% y se efectuaron tres lavados con metanol
100% para luego rehidratar con tres lavados sucesivos de 5 minutos en metanol
75%, 50% y 25% en PBS 1X viv. Después de lavar al menos tres veces con
PBST 1X, se agrego tampén de hibridacion in situ, suficiente como para cubrir
los embriones, este se recambio por tampon fresco una vez que los embriones
caen hasta el fondo del tubo. Se realizd preincubacién a 65-70°C entre 1-6
horas para luego someter a hibridacion in situ con ribosondas por 8 horas o
mas. Luego de la incubacion con las sondas ya no es necesario mantener las

precauciones con respecto a las RNAsas y las soluciones usadas no contienen
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DEPC. El lavado de la sonda se realiza a si mismo a 65-70°C, con incubaciones
sucesivas de 10 minutos cada una y dos finales de 30 minutos, con las
soluciones: formamida/SSC 2x al 75% (10min), formamida/SSC 2x al 50% (10
min), formamida/SSC 2x al 25% (10 min) y finalmente 2 veces durante 30
minutos en SSC 0,2x. Se continlo con tres lavados en PBS1X o PBST 1X y dos
lavados de 5 minutos en MABT 1X. Acto seguido se agregd MAB/BMB/LS (ver
reactivos hibridacion in situ), para bloquear los sitios inespecificos a anticuerpos
y se incubo durante dos horas a temperatura ambiente. Al final de este periodo
se cambio el medio por anticuerpo anti-digoxigenina 1/2000 en MAB/BMBILS y
se deja incubando a 4°C durante toda la noche. Al otro dia se realizaron 5
lavados de media hora cada uno con MAB para lavar el anticuerpo. Todos los
lavados e incubaciones se realizaron con o sin agitacidn, no cambiando el
resultado final. Se revelo mediante el uso de un anticuerpo anti-digoxigenina
acoplado a fosfatasa alcalina (AP, ver reactivos hibridacién in sifu). Previo al
revelado las muestras fueron ambientadas en solucion de AP, con tres lavados
de 5 minutos cada uno, luego de los cuales se agregé una solucién de
BCIP/NBT en solucidon AP para incubar en ausencia de luz a 37°C durante el
tiempo necesario. Después de revelar la hibridacién in sifu los embriones se
fijaron en formaldehido al 4% diluido en PBS durante una hora. Las

preparaciones asi tefiidas se observaron bajo microscopio de luz.




Tabla.2. Clones para la sintesis de ribosondas.

Enzimas de restriccién y RNA polimerasas usadas.
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Gen Enzima de RNA Marcador Referencia
Restriccion |Polimerasa
DeltaA Spel T7 Neurogénesis |Haddon y
cols., 1998
DeltaB Xhol 17 Neurogenesis |Haddon y
cols., 1998
DeltaC Xbal T7 Somitogénesis, | Haddon y
Retina neural |cols., 1998
DeltaD Hindlll T3 Neuogénesis, |Haddon y
somitogénesis |cols., 1998
Exo-rodopsina | BamHI T3 Fotorreceptores
en la pineal
Flh Hindlll T3 Pineal Talbot y cols.,
1995
Her-4 Xhol T3 Neurogénesis |Takke y cols.,
1999.
Islet-1 EcoRI T7 Neuronas Ericson et al.
primarias 1992, enviado
por Comell, R.
Neurogenina- |Spel 17 Neurogénesis |Blader y cols.,

1
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temprana 1997, enviado
por Cornell. R
Notch-1a Xhol T3 Neurogénesis, |Bierkamp vy
Somitogénesis, | Campos-
vasculogénesis | Ortega, 1993
Otx-2 EcoRi T7 Fotorreceptores | Li et al. 1994
en la pineal,
cerebro
Pax-6 BamHI 17 Neuronas de|Macdonald et
conexion al. 1994
Zashla BamHI T7 Precursores Allende y
neuronales Weinberg,
1994
Zash1b EcoRI T7 Precursores Allende y
neurcnales Weinberg,

1994
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Reactivos de Hibridacion in situ

Anticuerpo 1° anti-Digoxigenina (Boehringer-Mannheim, Alemania)
Anticuerpo 2° anti-mouse Fb (Amersham Life Science, Little Chalfont,
Inglaterra)

BCIP (Merck, Darmstadt. Alemania)

BMBR, Boehringer Mannheim Blocking Reagent (Boehringer-Mannheim,
Alemania)

Citrato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)

Cloruro de magnesio (Merck, Darmstadt, Alemania)

Cloruro de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)

DAB (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

Deoxicolato de sodic (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

EDTA (Merck, Darmstadt, Alemania)

EGTA (Merck, Darmstadt, Alemania)

Formamida (Merck, Darmstadt, Alemania)

Heparina (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

H202 30% (Sigma, St. Lauis, E.E.U.U)

K3Fe(CN)6 (Merck, Darmstadt, Alemania)

K4Fe(CN)8*3H20 (Merck, Darmstadt, Alemania)

Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

MOPS (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

NBT (Merck, Darmstadt, Alemania)

NP-40 (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)
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- Paraformaldehido (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)
- RNAde térula (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

- TRIS (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Tween 20 (Sigma, St. Louis, E.E.U.U)

- Proteinasa K, (Merck, Darmstadt, Alemania)

- PFA 4%, J.T. Baker, Phillipsburg, USA

1.7. Inmunodeteccién para marcadores de neuronas.

Para caracterizar los tipos de neuronas presentes en la epifisis, se
detectaron los anticuerpos Islet-1 y HuC en las neuronas primarias, Tuac en las
neuronas de conexién y FRET43 o Zpr1 en los fotorreceptores. Al principio del
analisis se fijaron Jos embriones en PFA 4%, a las 28 horas para detectar las
proteinas Islet1, HuC, Tuac, y a los dos dias de vida para detectar Zpr1,
Posterior a la extraccion manual del corion, se ambientaron los embriones
completos, haciendo una serie de lavados que comprenden; dos lavados de 5
minutos en PBS 1X, un lavado de § minutos en agua pura, un iavado de 7
minutos en acetona a —20°C, un lavado de 5 minutos en agua y cuatro lavados
de 5 minutos en PBS 1X. De inmediato, se agregd la solucidén de blogueo
MAB/BMR/LS y se dejaron los embriones durante media hora en ella. Acto
seguido, se retird el blogueador y se agregd una dilucién de 1:100 {islet1), 1:10
(Huc), 1:1000 (Tuac) y 1:200 {Zpr1) del anticuerpo monoclonal respectivo, en la
que los embriones fueron dejados durante incubacién nocturna de al menos 8

horas. El dia posterior se lavaron los embriones con MABT 1X 5 veces por 20
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minutos, luego se reemplazo esta solucién por tampén de bloqueo que contenia
el anticuerpo secundario en una dilucién dé 1:200. Los embriones asi tratados
se dejaron incubando otra vez toda la noche. Completado ef tiempo de
incubacién, se procedid a lavar con PBST 1X cuatro veces durante 20 minutos y
se incubaron los embriones en DAB por 15 minutos, a continuacion se agregé al
DAB un 1 pl de una dilucién de peroxido de hidrogeno 1/10. Se siguid la
reaccion bajo lupa hasta obtener la tincion adecuada. La reaccién se detuvo
lavando 2 veces por 5 minutos con PBST 1X y posterior fijacién en solucion de

PFA 4%.

Reactivos para inmunocitoquimica
- Acetona, Merck, Alemania
- Anticuerpo anti-Islet1, Developmental Antibody Data Bank, EEUU
- Anticuerpo anti-Huc, Developmental Antibody Data Bank, EEUU
- Anticuerpo anti-Tuac, Developmental Antibody Data Bank, EEUU
- Anticuerpo anti-Zpr1, Developmental Antibody Data Bank, EEUU
- DAB { 30mg en 100m{ PBS ,0.03% w/v), Sigma, Saint Louis, EEUU
- lg anti-ratén, Amersham, Life Science
- Solucién de bloqueo (20% suero de bovino, 1% DMSO, 0.3%Tween-20
en PBS, 0.5% tritdn)
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1.8. Método de tincién vital en la linea fateral de los embriones.

A las 72 horas post-fertilizacion sumergimos las larvas en 1mM de
DASPEI (2-(4-dimethyl-aminostyryl)-N-ethy! pyridinium iodide; Molecular probes,
Oregon) en E3 (5mM NaCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgS04)
durante 20 minutos. Segun el protocolo descrito por Balak y cols. (1990). Luego
lavamos las larvas con E3 y las anestesiamos con Tricaina. Finalmente, para

fotografiar los neuromastos montamos las larvas en metilcelulosa.

1.9. Analisis de los efectos producidos por la microinyeccién.

Se inyectaron poblaciones de enire 50 y 150 embriones con
oligonucledtidos morfolinos o RNA mensajero NICD. Los embriones tratados
fueron cultivados hasta diferentes estadios del desarrollo para analizar los
efectos de la perturbacion en la funcién de genes sobre la neurogénesis de Ia
epifisis. Estas caracteristicas fueron evaluadas mediante inmunocitoquimica o
hibridaciones in situ usando marcadores moleculares especificos. En los
especimenes traiados se procedid a contar los embriones que presentan
cambios en cuanto al nimero de células teflidas con los marcadores respecto al
total de embriones inyectados. El cambio en la expresion de genes se definié
como aumento, expansién o disminucion notoria en la tincidn de las células en
comparacion con los controles. A continuacidn, se obtiene un porcentsje de
cambio efectuando la razén enfre los especimenes que presentan cambio en la

marca respecto al namero total de embriones.
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1.10. Analisis de embriones mutantes.

Se obtuvieron embriones mutantes mindbomb (mib) mediante cruces

naturales de fundadores heterocigotos para la mutacién mib. Generalmente el

25% de los embriones observados bajo iupa presentan e! fenotipo mutante. Las

caracteristicas fenotipicas que permiten diferenciar los embriones mutantes de

los silvestres son; claros defectos en la segmentacion, curvatura de la cola y un

desarrollo anormal de la cabeza en los embriones mib (Jiang v cols., 1996).

Soluciones

-

Acetona, Merck, Alemania

EDTA 0.2M Winkler Ltda, Chile

MAB (Acido Maleico 0.1M; NaCl 0.15M; pH7.5)

MABT (MAB+Tween-20 0.1%)

Solucion blanqueo {5.95 m! de agua destilada, 0.25 ml de SSC20x, 0.5
m! de formamida, 3.3 ml de perdxido de hidrégeno al 30% para 10 ml
totales)

Solucién de Hibridacion in sifu (SSC 5X; Heparina 50ug/ml; RNA de
Térula 500ug/mL; Tween-20 0.1%; pH x.x)

PBS (Winkler Ltda, Chile)

PBST (PBS+Tween-20 0.1%)

Solucién AP (MgCI2 50mM; NaCl 100mM; Tris 100mM; Triton-X100
0.2%; Tween-20 0.2%; pH 2.5}
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Solucion E3 1X (NaCl 5mM; KCI 0.17mM; CaCl2 0.13mM; MgSO4
0.33mM; Azul de Metileno 10-5 %)

Solucién Paraformaldehido 4% en PBS

S8C 20X (175 grs de NaCl, 88.5 grs de citrato de sodio, pH 7, para un
volumen final de 11t)

Solucion denaturante (Southern blot, 0.5 M NaOH, 1.5M NaCl)

Solucion neutralizante (Southem blot, 0.5 M tris, 1.5 M NaCl, PH 7)
Tampon de Hibridacion 50% formamida (southern Blot)(12.5 ml SSC 20x,
10 ml de blocking stock solution 10%, 0.5 m! N-lauriisarcosina 10%, 0.1
mi SDS 10%, 6.2 m! de agua destilada y 20 ml de formamida para un
volumen final de 1 It)

Solucién de lavado 1 (Southern blot) (SSC 2x, 0.1% SDS); 2 (SSC 0.1x,
0.1% SDS)

Tampon de lisis (100mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 10mM EDTAy 0.2 %
SDS)

Solucidén de corrida TAE 50x (242 grs de tris base, 57.1 ml de acido
acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8 para un volumen final de 1
It)




RESULTADOS

1. Especificacion neuronal en la epifisis.

1.1. Expresion temporal de zash1, ngn1 y neuroD.

Caracterizamos la expresién de zash7a, zash1b empleando sondas
antisentido. Colectamos embriones que luego fijamos entre las etapas de 12 y
28 horas post-fertilizacién (hpf). A continuacidén, procesamos las muestras por
hibridacion in situ para detectar la expresion de zash7a y zash1b. En la Figura 6
se muestra la expresion de zash7a en tres zonas de la cabeza: Cerebro anterior
(prosencéfalo), cerebro medio (mesencéfalo) y cerebro posterior
(romboencéfalo). A las 16 horas pf se observa expresion de zashfa en varias
células progenitoras del telencéfalo ventral, telencéfalo dorsal, los rombomeros
y la epifisis. Por su parte, la expresion de zash7b se localiza en el telencéfalo
dorsal y en las células mas ventrales de los rombdémeros presuntivos (Fig. 6B).

En la epifisis la expresion de zash7a se inicia a las 12 horas pf (Fig. 7A).
A partir de las 18 horas pf el mensajero para zash7a se localiza en la region
posterior de la epifisis llamada ntcleo de la comisura posterior (ncp) (Fig. 7C). A
las 24 horas pf los niveles de mRNA zash7a disminuyen y después de las 28
horas pf es dificil detectar células que expresen el mRNA de zash7a (Fig. 7F).

Para observar con mayor claridad la expresion de los genes zash? en el
cerebro, extirpamos quirtrgicamente el vitelo de los embriones dejando solo el

hemisferio animal. Como se muestra en Ia Figura 8, en el cerebro los genes




Fig. 6. Comparacion de la expresion de zash1a y zash1b. (A-B)
Visiones laterales con anterior hacia la izquierda y dorsal hacia
arriba. Embriones fijados a las 16 horas y procesados por
hibridacion in situ, para detectar el mRNA de zash1a y zash1b. (A-
B). La expresion de zashia y zashib se produce en los
precursores neuronales de la cabeza, el tronco y la cola de los
embriones. Note que el patrén de expresion de ambos genes es
complementario.

Fig. 7. En la pineal la expresion de zash1a presenta dos fases:
Activacion y represion. (A-D) Visiones laterales con anterior hacia la
derecha y dorsal hacia arriba. Embriones fijados entre las 14 y las 28 horas
pf y procesados por hibridacion in situ para detectar el mRNA de zash7a.
(A-C) Entre las 12 y las 18 horas dpf se activa la expresion de zash7a en
las células de la epifisis (flecha) y el ncp (cabeza de flecha). (D-F). Desde
las 22 horas de desarrollo se observa una disminucion progresiva de los
niveles de mensajero zashta en la epifisis y el ncp. Después de las 28
horas la expresion de zash1a es casi indetectable en la epifisis (flecha).
ncp, nucleo de la comisura posterior.
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zash1a y zash1b muestran una trama de expresiéon complementaria (Allende y
Weinberg, 1994). A las 24 horas pf, el mensajero de zash7a se localiza en
varias zonas neurogénicas entre las cuales cabe desatacar: el telencéfalo (te),
el hipotalamo (hp), la retina (rp), ia epifisis (e), los rombémeros (flechas) y el
locus certleus (Ic) (Fig. 8A). Por su parte zash1b marca el tegmento (tg), las
células de la regién mas ventral del hp y de los rombomeros incluyendo el Ic
(Fig. 88).

El siguiente paso fue analizar el patrén espacial y temporal de la
expresion de ngnf en la epifisis. Para ello fijamos embriones a las 12 y 18
horas pf y procesamos las muestras por hibridacion in situ detectando la
expresion del mRNA para ngn1. En la etapa de los 8 somitos (12 horas pf), el
mensajero de ngn7 se distribuye en la parte anterior del telencéfalo, marcando
las células progenitoras que daran origen a las neuronas mas rostrales y
dorsales del telencéfalo (Fig. 9A). En el epitalamo la expresién de ngnf se
produce en el diencéfalo dorsal marcando los precursores neuronales de la
epifisis (Fig. 9A y E). Como en el caso de zash7a los niveles de mRNA para
ngn1 disminuyen progresivamente en el tiempo. A las 18 horas pf, la expresion
se restringe a [a region posterior de la epffisis marcando células aledanas al ncp
(Fig. 9B y F). El periodo en el cual se produce la expresion de los genes zash7a
y ngni sugiere que ellos participan en la neurogénesis de los precursores

comunes de fotorreceptores y neuronas de conexion.




Fig. 8. Expresion de los genes zash1a y zash1b en el cerebro. (A).
Embriones fijados a las 24 horas y procesados por hibridacion in situ para
detectar los mRNA de zashfa y zash1b. (A). El mensajero de zashla se
localiza en los precursores neuronales del telencéfalo (te), el hipotdlamo (hp),
la retina presuntiva (rp), la epifisis (e), en la zona dorsal de los romboémeros
(flechas) y en el locus cerdleus (Ic). (B). Por su parte, zash1b marca el
tegmento (tg), las células de la region ventral del hp y los rombémeros,
incluyendo la parte ventral y posterior del Ic.

Fig. 9. Expresion dinamica de ngn1 y neuroD en la epifisis. Visiones laterales con
anterior hacia la izquierda y dorsal hacia arriba. (A-H). Los embriones fijados entre las
12 y las 28 horas pf, fueron procesados por hibridacion in situ, para detectar los mMRNA
de ngn1y neuroD. (B-C). Note que a las 18 horas, la expresién de ngni y neuroD
coincide en el diencéfalo dorsal, marcando la epifisis (flecha). (E,H). Magnificacién de
la epifisis.
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Las evidencias previas muestran que, a lo largo de la placa neural el
nivel de mRNA de neuroD es regulado por la actividad de ngn7 (Blader y cols,
1997; Comell y Eisen, 2002). A diferencia de ngn7 la expresidn de neuroD es
mas tardia y marca las células que han sido seleccionadas para formar
neuronas (Korzh y cols., 1998; Mulier y Wulliman, 2002b).

En los ensayos de hibridacion in sifu para neuroD usamos la sonda
antisentido clonada por el grupo de Korzh y cols. (1998). Como se muesira en
la Figura 9C, en la etapa de los 18 somitos (18 horas pf) neuroD se expresa
claramente dorsal y anterior en el telencéfalo. En cambio, la expresion
epifisiaria es débil localizédndose en las células mas superficiales (Fig. SC y G).
El descenso en la expresion epifisiaria de los genes zasha y ngn7 coincide con
el periodo (18-28 horas pf), en el cual la expresidén de neuroD aumenta (Fig.
8D). En efecto, pasadas las 28 horas pf, la epifisis expresa altos niveles de
mRNA para neuroD (Fig. 9H). En esta etapa, la mayor expresion de neuroD
coincide con la aparicién de las primeras neuronas post-mitdticas, las cuales
pueden ser identificadas por la expresion de islet1 (Masai y cols., 1997; Mueller

y Wullimann, 2002b).

1.2. Expresion de delfaA, By D en la epifisis.

Primero, caracterizamos la expresion de los genes deffaA, delfaB y
delfaD, en la pineal. En la epffisis el patron de expresién de los tres genes delta
es semejante y coincide con el lugar donde se produce la expresién de ngnf

(Fig. 10). Este hecho concuerda con la regulacién mutua que se ha demostrado
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para ngn1y delta (Cornell y Eisen, 2002). Como se observa en 1a Figura 10, los
mensajeros para deffaA, B y D se localizan en el cerebro presuntivo marcando
las células precursoras de motoneuronas y sensoriales Rohon Beard (RB) (Fig.
10B y D). En la médula espinal deffaA, B y D se expresan en un patrén mosaico
que por su trama recibe el nombre de patrén del tipo sal y pimienta (Haddon y
cols., 1998a).

Realizamos determinaciones de los parametros de expresion de los tres
genes delfa y comprobamos que entre las 12 y 18 horas pf se produce un
cambio en la intensidad y extension de la marca en las células de la epifisis
(Fig. 11). Al principio de la neurogénesis, el mRNA para delfaA, By D se
produce en un grupo compacto de células correspondientes a los precursores
neuronales. Conforme avanza el desarrollo, se observa un aumento progresivo
en la expresion de deifaA y B (Fig. 11C y D; 11G y H). Esto coincide con el
incremento en los niveles epifisiarios del MRNA para zash1a (Fig. 7Ay C). Alas
18 horas pf observamos que, el mRNA para deffaB se localiza en el nlcleo de
la comisura posterior, el cual colinda con la region caudal de la epifisis (Fig.
11H). En la misma etapa, la expresién de delfaD se restringe a la regién

ventral de la epifisis (Fig. 11L).
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Fig. 10. Patron de expresion de
ngn1 y delta, en la neurogénesis
del pez cebra. Visiones laterales
con anterior hacia la izquierda y
dorsal hacia arriba. Embriones
fijados a las 12 horas pf, fueron
tratados por hibridacién in situ,
para detectar los mRNAs de ngn1,
deltaA, deltaB y deltaD. (A-D).
Note que la expresion de ngnt
coincide con la expresion de los
genes deffa en la epifisis (flecha y
recuadro inferior derecho).

Fig. 11. Patrones de expresion de los genes deltaA, B y D, en la neurogénesis
de la pineal. Vistas laterales con anterior a la izquierda y dorsal arriba. Los
embriones fueron fijados a las 12 y 18 horas pf y procesados por hibridacion in situ
para detectar los mRNA para delfaA, By D. (G-L). Magnificacion de la epifisis.
Obsérvese que, durante la neurogénesis de la epifisis, la expresion de los genes
delta cambia progresivamente.




1.3. Zash1a regula la expresion de delta.

En nuestro trabajo utilizamos los morfolinos para zash1a y para zash1b
dirigidos contra las secuencias de inicio de la traduccidn, localizadas en el
extremo 5° de cada uno de los RNA mensajeros que codifican para las
proteinas zash1. Inyectamos los morfolinos en embriones, en la etapa de una a
ocho células. Por su reducido famafio las moléculas de oligonucledtidos
morfolinos se distribuyen homogéneamente en todo el embridén. Esto puede
confirmarse mediante con el uso de morfolinos marcados con un indicador
fluorescente (Nasevicius y Ekker., 2000).

Determinamos la interaccién genética entre zashia y delta
microinyectando morfclino para zash1a en aproximadamente 150 embriones
en la etapa de una célula. A continuacion, fijamos los embriones y los
procesamos por hibridacién in situ para detectar la expresion de los mRNA de
deltaA, B y D. En la epifisis de los embriones tratados con el morfolino para
zash1a observamos una notoria disminucion en la expresion de los tres genes
delta (Fig. 12). Repetimos los experimentos por separado confirmando los
resultados (Tabla.3). Los embriones tratados con morfolino para zashia
presentan un descenso en los niveles del mRNA para deffa, el cual concuerda
con las zonas del cerebro donde se expresa zashfa. Esto indica que el
morfolino para zashla actia especificamente. Por el contrario, nunca
detectamos cambios en la expresion de delta al inhibir la actividad del gen
neuroD (Tabla.3). Un resultado ldgico, si recordamos que en la epifisis la

expresion de delfa precede a la expresion de neuroD. De acuerdo con lo
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anterior, Cau y Wilson (2003), también muesiran gue la expresion deffa es
dependiente de la funcién de zash7a (Cau y Wilson, 2003).

Cuando inyectamos al mismo tiempo los morfolinos para zashia y
zash1b observamos la disminucién en los niveles de mRNA para deffaA, By D
en las regiones donde la expresion de zash7a y zash1b coincide con la
expresion de delfa (Allende y Wienberg, 1994; Haddon y cols., 1998). Junto con
nosotros otros autores muestran que, en la epifisis la transcripcion de delta es
efectivamente dependiente del gen zash7a (Hans y Campos-Ortega., 2002; Cau
y Wilson, 2003).

A continuacion, analizamos el efecto de bloquear la funcion ngnf sobre la
expresion de los genes delfa. Para ello inyectamos 1.5ng de morfolino para
ngn1 en embriones recién fertilizados. Luego comparamos los niveles de
mensajeros deffa en ios embriones tratados con respecto a los animales control.
En la epffisis de los embriones tratados con morfolino para ngn7 no observamos
cambios notables en la expresion de los genes delfa A, By D, a diferencia de lo
observado en ofras regiones del cerebro donde los niveles de mRNA para delfa
son regulados por ngn (Cornell y Eisen, 2002). Segun los resultados anteriores
podemos decir que, en la epifisis zash7a regula la actividad de deffa. Un
hallazgo interesante hecho por Cau y Wilson (2003) es que los genes zash1a y
ngn1 regulan cooperativamente la transcripcion de deffa. En efecto, la pérdida
de funcién de ambos genes produce un defecto mas marcado en la expresion
de delta, comparada con la perdida de la funcién de cada gen por separado

{Cau y Wilson, 2003). Este tipo de regulacién de genes proneurales sobre deita



Fig. 12.Zash1a controla la expresion de los genes deltaA, B y D. (A-L).
Visiones laterales con anterior hacia la izquierda y dorsal hacia arriba. (C-D,G-
H, K-L)). Amplificacion de la epifisis en los mismos embriones. Inyectamos
embriones de una célula con 1.5 ng de MO zash7a. Luego procesamos los
especimenes por hibridacion in situ para detectar la expresion de los genes
deftaA, By D. En la epifisis de los embriones inyectados con MO zash71a, se
produce una disminucion notable en la expresion de los genes delta. Por el
contrario, la expresion de deffa es normal en el telencéfalo (38 y 43 embriones

revisados).

Control MO zashla,1b

Fig. 13. Zash1 autorregula su
expresion. Visiones laterales
(A-D,I-J) y dorsales (E-H) con
anterior hacia la izquierda.
Los embriones fueron
inyectados en la etapa de una
célula, con 1.5 ng (c/u) de los
morfolinos para zashia +
zash1b. Fijamos los
especimenes a las 24 horas y
realizamos hibridacion in situ
para detectar la expresion de
mRNA para zash1a y zash1b.
En los embriones tratados con
MO (zash1a+zash1b), se
observa aumento en |la
expresion de ambos genes
zash1, en todos los territorios
donde estos normalmente son
expresados. Note que el efecto
es particularmente claro en la
epifisis. (56 embriones
revisados)
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ha sido descrito previamente en el SNP de ratén, donde mash7 y ngn1 regulan

la expresion de los genes delfa (Casarosa y cols., 1999; Cau y cols., 2002).

Tabla.3. disminucion en la expresion de delta, en la epifisis de embriones inyectados con

MO zash1a.
% de disminucién de la expresién
MO inysctado sonda 16 h {n) 28h (n)
MO zashia deltaA 65% (42) 73% (37)
deltaB 72% {38) nd
deltaD 68% (43) 66% (48)
islet-1 nd 76% (52)
ngni 0% (43) 0% (49)
MO ngn1 deftaA 0% (28) nd
deltaB 0% (32) nd
MO neuroD deltaA 0% (17) nd
deltalB 0% (15) nd
zashia 0% {21) nd
n, numero de embriones analizados (ver descripcion de la cuantificacién en materiales y
metodos)
nd, no deteminado

1.4. Zash1 auto-regula su expresion en la neurogénesis.

Buscamos un nivel adicional de complejidad en la funcién de los genes
zashia y zash1b. Para ello estudiamos la existencia de interacciones
reguladoras enfre ambos genes. Mecanismos similares opsran en e! desarrollo
de Drosophila, Xenopus y raton (Modolell, 1997; Chitnis y Kintner, 1996).
Debido que los morfolinos interfieren la funcidn genética a nivel de las
proteinas. Esperamos que los niveles de mensajero para zash1a y zash1b, en
los embriones tratados con morfolino, no sean afectados excepto cuando exista

una regulacién de la proteina Zash1 sobre el mMRNA del mismo gen. En este
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experimento coinyectamos 120-150 embriones en la etapa de una célula con
morfolino para zash7 (zash1a y zash1b). Luego fijamos los especimenes entre
las 22-24 horas pf y los procesamos por hibridacion in situ para detectar la
expresion del mRNA de zashfa y zash1b. Comparamos los embriones
morfantes respecto de los embriones control, sin inyectar. En los embriones
tratados con morfolino para zash? detectamos un marcadoe aumento en los
niveles de mRNA para los genes zashia y zash1b (Fig. 13). En los embriones
silvestres, la expresion de zash7a se localiza en la regidn anterior del
telencéfalo, en el hipotalamo y el techo dptico (Allende y Weinberg, 1994). En
los embriones inyectados con morfolino para zash1 (zash1a + zashi1b) se
produce aumento en los niveles de expresion de mRNA para zash7a en la
epifisis y en la espina dorsal. Aqui, el mRNA para zash7a se expresan en
posiciones ectépicas, es decir, marcando células que normalmente no expresan
el gen zash7a (Fig. 13B, F y J). Ademas, se observan mayores niveles de
mMRNA para zash7a en los rombémeros y en el locus cerdleus (Fig. 13B). En
tanto, la expresién de zash7b aumenta en el telencéfalo, el hipotalamo, el
tegmento y los rombomeros (Fig. 13D y H). Repetimos estos experimentos por
separado, obteniendo los mismos resultados (Tabla. 4).

Es importante destacar que, al realizar el mismo ensayo en embriones
inyectados con morfolino para neuroD ylo para ngni, no detectamos aumento
en la expresion de los genes zash1a, zash1b, descartando que la inyeccion del

morfolino por si misma aumente la expresion de zash1a y zash1b. A su vez,
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esto sirve como control de la especificidad de los morfolinos para zashf?
(zash1a + zash1b).

Por lo tanto este experimento muestra que los genes zash? (zash1a, 1b}
tienen la capacidad de regular los niveles de mRNA de si mismos, mediante un

mecanismo retroalimentacion negativa.

Tabla.4. Aumento en la expresion de zashfa y zash1b en la epifisis de embriones

inyectados con MO zashfa + MO zash1b

% de aumento en la expresion
MO inyectado sonda 24h (n)
MO zashia+ zash1b zashla 72% (56)
zashib 67% (49)
MO ngn1 zashla 0% (32)
zash1b 0% (41)
MO neuroD zashla 0% (34)
n, nimero de embriones revisados

Existen varios mecanismos que podrian dar cuenta de la auto-regulacion
de zash1. Por una parte, es posible que los genes zash? controlen su propia
expresion inhibiende la transcripcion a nivel del promotor come ocurre en
Drosophila (Modolell, 1997). Una alternativa, es que =zash? reprima
indirectamente su expresién activando la inhibicién lateral mediada por deffa

(Chitnis y Kintner., 1996).
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2.- Neurogénesis en la epifisis.

2.1. Zash1a y ngn1 regulan la neurogénesis primaria.

Como se describié previamente, los genes proneurales Achaete scufe y
neurogeninal (zash1a, ngn), se expresan temprano en los precursores
neuronales de la epifisis (Fig. 6 y Fig. 9). Sin embargo, su papel en el desarrollo
de la epifisis era desconocido. Estudios paralelos realizados en Drosophila y
vertebrados han mostrado que los genes proneurales confieren competencia
neuronal durante el desarrollo (Ghysen y Dambly-Chaudiere, 1988; Campos-
Ortega, 1993; Casarosa y cols., 1999; Cau y Wilson, 2003). En este sentido
Cau y Wilson. (2003) muestran que ngnf y zash1a operan de manera
redundante en la neurogénesis de la epifisis. Sin embargo, aln no es claro si
estos genes ademas de instruir a los progenitores neuronales, operan durante
los procesos de seleccion y diferenciacion neuronal. Asi, decidimos estudiar
este punto utilizando anticuerpos especificos dirigidos conira neuronas
primarias, fotorreceptores y neuronas de conexion (Masai y cols., 1997).

Para investigar el efecto de la pérdida de funcién de ngnt y zash1a en la
formacion de las neuronas primarias, detectamos la expresion de las proteinas
Isletl y HUC (Masai y cols., 1993; Appel y Eisen, 1998). Con este objeto,
inyectamos embriones en la etapa de una célula con concentraciones de 1.5ng
de morfolinc para ngni. Luego, fijamos los embriones tratados a las 28 horas pf
y los procesamos por inmunocitoquimica para detectar el anticuerpo contra HuC
o contra Islet1. En los analisis comparamos los embriones tratados respecto a

controles sin inyectar.




Fig. 14. Ngn1 participa en la neurogénesis de la epifisis. (A-D). Vista lateral con anterior
hacia la izquierda y dorsal, arriba. (C,D). Amplificacion de la epifisis en los mismos embriones.
(E,F). Vista lateral a la altura del tronco, con anterior hacia arriba y dorsal a la derecha. Los
embriones fueron inyectados en la etapa de una célula, con 1.5 ng de morfolino para ngn1.
Luego, los embriones fueron fijados a las 28 horas y procesados por inmunocitoquimica para
detectar la expresion del marcador de neuronas primarias Huc. (B,D). En los embriones
inyectados, las neuronas localizadas en la epifisis desaparecen (flecha). (E-F). Al inhibir la
funcién de ngnt (con MO ngn7), se pierden la mayoria de las neuronas sensoriales o Rohon-
Beard (en el tronco de los embriones). (43 embriones revisados).

Fig. 15. Zash1a participa en la neurogénesis de la epifisis. (A,D). Visiones laterales con
anterior hacia la izquierda y dorsal hacia arriba. (C,D). Amplificacién de la epifisis en los mismos
embriones. Los embriones fueron fijados a las 28 horas y procesados por inmunocitoquimica
para detectar la expresion de Huc en las neuronas primaras. (B,D). En los embriones
inyectados con 1.5ng de MO para zasha, se aprecia una disminucién significativa en las
neuronas primarias de la epifisis (flecha). (32 embriones revisados)
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Como se muestra en la Figura 14, la pinea! de los embriones inyectados
con morfolino para ngn? muestran disminucién significativa en la cantidad de
neuronas marcadas con HuC (Fig. 14B y D). Cabe destacar que las larvas
tratadas con morfolino ngn? son insensibles a los estimulos tactiles, debido a la
desaparicion de todas las neuronas sensoriales [lamadas Rohon-Beard (RB) y a
los ganglios sensoriales (Fig. 14E).

En un experimento anélogo inyectamos embriones con una
concentracion 2.5ng de morfolino para zash7a. Luego fijlamos las muestras a
las 28 haras pf y las procesamos por inmunocitoquimica para detectar el
anticuerpo HuC. Como se muestra en la Figura 15, la interferencia de zash7a
produce una disminucion considerable de las células positivas para Huc en la
epifisis (Fig. 15B y D). Es importante destacar que, la inyeccion del morfolino
zash1a nunca produce una pérdida total de las neuronas primarias.

En los embriones tratados con el morfolino zash7a la produccién de
neuronas primarias es normal en el ganglic sensorial denominado trigémino
(Fig. 16C). En contraste, al eliminar la funcién de la ngn7 se produce una
pérdida casi completa de las neuronas sensoriales tanto en el trigémino como
en las Rohon-Beard (Fig. 16B).

Al inyectar el morfolino para ngn1 o para zashia por separado,
encontramos que la epifisis de los embriones morfantes revela en cada caso
una reduccion parcial en la expresion de Islet1 (Fig. 16B y C). Por lo tanto,
ninguno de Jos dos genes por separado es esencial en la neurogénesis primaria

de la epifisis. En un estudio paralelo Cau y Wilson. {2003) muestran que la
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microinyeccion combinada de los morfolinos para ngn1 y zashia produce
reduccién casi completa en los niveles de mRNA para isfef?, indicando que
zash1a y ngn1 cooperan durante el desarroilo de la epifisis (Cau y Wilson,
2003).

Mediante analisis inmunoldgico mostramos que zashfa y ngn1 operan en
la neurogénesis de la epifisis regulando la formacidon de neuronas primarias, las
cuales constituyen ambos tipos celulares presenies en la pineal: fotorreceptores
y neuronas de conexién. Ademas, observamos que la interferencia en la funcién
de zash1a ylo ngn1 bloquea la neurogénesis de la epifisis previo a la

diferenciacién (Tabla. 5).

Tabla.5. los genes zash1a y ngn1 participan en la formacién de neuronas

primarias en la epiffisis.

%de disminucién en la expresion

MO inyectado anticuerpo 28h (n)
MO ngn1i Huc 78% (43)

Islet! 68% (43)
MO zashia Huc 72% (32)

Islet] T4% (41)
MO neuroD Huc 0% (34)

n, nimero de embriones revisados




Fig.16. Zash1a y ngn1 regulan la expresion de Islet1 en la pineal. Embriones con
anterior a la derecha y dorsal hacia arriba. Los embriones fueron fijados a las 28 horas
y procesados por inmunocitoquimica para detectar la expresion de Isletl. En los
controles la expresion de Islet1 se produce en la epifisis (flecha gruesa), en el trigémino
(flecha fina) y en las Rohon-Beard (flecha vacia). (B, B"). Al inyectar el MO ngnf,
desaparecen las neuronas del ganglio trigémino (flecha) y las Rohon-Beard (flecha
vacia). Ademéas, se observa disminucién de Islet1 en las neuronas de la epifisis
(cabeza de flecha). (C,C"). En los embriones tratados con MO zash7a disminuye la
expresion de Islet1 en la pineal (cabeza de flecha), en tanto en desarrollo del trigémino
(flecha) y de las Rohon-Beard (flecha vacia) es normal. (43 -MO ngn1- y 41 -MO
zash1a- embriones revisados).

Control MO ngni

Fig. 17. Zash1a regula la formacién de las neuronas de conexién. (A D). Visiones
laterales con anterior a la izquierda y dorsal arriba. (C,D). Amplificacién de la epifisis
en los mismos embriones. Los embriones fueron tratados por inmunocitoquimica para
Tuac a las 28 horas. (B,D). En la epifisis de los embriones inyectados con MO
zash1a, desaparecen las neuronas de conexion (flecha). (32 embriones revisados)
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2.2, Zash1aregula la formacion de las neuronas pineales.

Después del primer dia de vida las neuronas de conexion pueden ser
reconocidas con el uso de un anticuerpo dirigido contra la Tubulina acetilada
(Tuac) (Wiison y Easter, 1991a; Wilson y Easter, 1991b). Por su parte, los
fotorreceptores pueden ser identificados con el anticuerpo Zpr1 o Fret43
(Larison y Bremiiler, 1990; Masai y cols., 1897). Para determinar el papel que
cumple zashfa en la produccién de cada tipo de neurona inyectamos
embriones en la etapa de una célula con 2.5ng de MO zash7a. Luego, fijamos
los embriones a las 28 horas pf y los procesamos por inmunaocitoquimica para
detectar la expresidn de los antigenos Tuac y Zpr1. Cuantificamos los efectos
del tratamiento comparando la expresion de Tuac en embriones inyectados con
respecto a controles sin inyectar (Tabla. 6). En los embriones silvestres Tuac es
expresada en los axones de las neuronas de conexion {Fig. 17A y C). Como se
observa en la Figura 17B, el tratamiento de los embriones con morfolino para
zash1a determina una drastica disminucién en la generacion de neuronas de
conexién. (Fig.17B, D).

El siguiente paso consistié en caracterizar el efecto del morfolino para
zash1a sobre el desarrollo de los fotorreceptores. La proteina Zpr1 se expresa
en la membrana de los fotorreceptores a partir de las 36 horas de desarrolio
(Larison y Bremiller., 1990; Masai y cols., 1997). En los embriones tratados con
morfolino zashfa observamos una notable disminucién en el ndmero de
fotorreceptores (Fig. 18). Para determinar el rol de zash7a en la neurogénesis

de los fotorreceptores, contamos la cantidad de células marcadas con Zpr1 en
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Control MO zashla

Fig. 18. Zash1a regula la
formacion de fotorreceptores en
la epifisis. (A-D). Visiones
frontales con dorsal hacia arriba.
(C-D). Amplificacion de la epifisis.
Embriones fijados a las 48 horas y
tratados por inmunocitoquimica
para revelar la presencia de Zpr-1.
(A,C). En los embriones control,
los fotorreceptores aparecen
organizados en el techo del
diencéfalo, en la glandula pineal.
(B,D) En los embriones inyectados
con 1,5 ng MO zash1a, se observa
una disminucién significativa de los
fotorreceptores.

los embriones tratados con respecto a los embriones sin inyectar. En el 78% de
los embriones morfantes se observa disminucion en la cantidad de
fotorreceptores (Tabla. 6).

Cuando inyectamos el morfolino zash7a, detectamos una disminucion
considerable en |la formacion de fotorreceptores y neuronas de conexion. Asi
mismo, zash1a regula la produccion de neuronas primarias, que corresponden
a las primeras neuronas formadas en la epifisis. Es decir, zash7a controla el

numero de neuronas pineales formadas durante la neurogénesis.
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Tabla. 6. zash1a regula la formacién de fotorreceptores (Zpri+) y neuronas de conexion

(Tuac+) en la epffisis

%de disminucion de la expresion

\ MO inyectado anticuerpo 28h (m) 48h (m)
MO zash1a Zpr-1 nd 74% (63)
Tuac 2% (87) nd

n, ndmero de embriones revisados., nd, no determinado.
Zpr1 marcador de los fotorreceptores.
Tuac {tubulina acetilada), marcador de las neuronas de conexidén.

3. Notch-Delta participa en la seleccién neuronal de la epifisis.

3.1. Notch regula la expresién de zashfa, ngn1y neuroD.

En Drosophila el mecanismo de inhibicion lateral participa en la seleccion
neuronal regulando la transcripcion de los genes proneurales pertenecientes al
compiejo Ac-sc (revisiones, Campos-Ortega, 1993; Modolell, 1997; Ghysen y
Dambly-Chaudiere, 1988). En mosca las mutaciones que afectan la actividad de
la via Notch determinan la aparicion de neuronas ectépicas (Modolell, 1997).

Durante la neurogénesis del pez cebra los genes neurogénicos parecen
mediar la inhibicion lateral (Appel y Eisen, 1998; Bierkamp y Campos-Ortega,
1993; Haddon y cols., 1998a; Itoh y cols., 2003; Takke y cols., 1999; Cornell y
Eisen, 2002). En esta tesis enfocamos nuestro analisis en el desarrollo de la
epifisis y en la funcién de los genes proneurales y neurogénicos. Para ello
utilizamos una linea de peces mutantes que carecen del gen mib. La proteina
Mib corresponde a una ubiquitina ligasa necesaria en la transduccion de la via

Notch (ltoh y cols., 2003). En los mutantes de esta via se produce un aumento

general de la neurogénesis del SNC y SNP (Jiang y cols., 1996).




En los todos los experimentos que se describen mas adelante usamos
entre 60 y 100 embriones descendientes de fundadores heterocigotos para la
mutacion mib. El 25% de los especimenes observados bajo lupa muestran el
fenotipo mib. Los rasgos fundamentales que permiten distinguir los embriones
mutantes respecto de los silvestres son: defectos en la segmentacion y
diferenciacion del notocordo, los cuales producen una curvatura anormal en la
cola de los embriones mutantes (Jiang y cols., 1996). Otra caracteristica notable
en mib es una protuberancia anormal en el limite ubicado entre el cerebro
medio y posterior (Jiang y cols., 1996).

Para analizar la interaccion entre la via Notch/Delta y los genes
proneurales fijamos embriones mib y silvestres a las 14, 18 y 24 horas pf.
Luego, procesamos las muestras por hibridacion in situ para detectar la
expresion del mRNA para zashfa, ngn1 y neuroD. En la epifisis de los
embriones mib la interferencia de la via Notch produce un marcado aumento en
el nivel de mRNA para zasha (Fig. 19B, F y J). Estos resultados indican que en
condiciones normales Notch regula la expresidon de zash7a. Ciertamente, en las
visiones dorsales de mib se observa un incremento notorio en la expresion de
zash1a en la epiffisis, entre oiras zonas (Fig. 19J).

Previamente se ha reportado una interaccion de regulacién entre la via
Notch y ngn? (Comell y Eisen, 2002). De acuerdo con lo anterior, observamos
un drastico aumento en la expresion de ngn7 en la epifisis de los embriones
mib, indicando que la perdida parcial de la funcidn Notch produce una

expansion en el territorio con competencia neuronal (Fig. 19D, Hy L).

;
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Nuestros resultados sugieren que la actividad de la via Notch controla los
niveles de expresion para los genes proneurales zash7a y ngn1, regulando de
este modo la competencia neuronal. De hecho la interferencia en la via Notch,
en los embriones mib, permite un aumento y expansién en la cantidad de
precursores neuronales que expresan zashiay ngn1.

En la epifisis, el inicio en la transcripcién de neuroD se produce a las 18
horas pf (Fig. 20A y C), coincidiendo con la formacion de las primeras neuronas
post-mitéticas (Masai y cols.,, 1997). En el caso de los embriones mib la
expresion de neuroD aumenta y se produce prematuramente (Fig. 20B, D y F).
En consecuencia, los genes neurogénicos notch/delta actuarian reprimiendo la
prematura aparicion de neuroD. Cuando la via Notch falla se produce una

mayor cantidad de neuronas prematuramente diferenciadas.
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Control mind bonb Control miind bosmb

Fig. 19. Expresion de zash1a y ngn1 en la neurogénesis de mind bomb (mib). (A-H).
Vision lateral con dorsal hacia arriba. (I-L) Visién dorsal con anterior hacia la izquierda. Los
embriones fueron colectados a las 18 horas y procesados mediante hibridacion in situ para
detectar la expresién de zash1a y ngni. En los embriones mutantes la expresion de zash1a
y ngn1 aumenta en la epifisis (flecha) y en el nicleo de la comisura posterior (ncp).

sonda: neurol

Fig. 20. la expresién de neuroD
en el mutante mib. (A-D). Vision
lateral, (E-F). Visi6n dorsal, con
anterior a la izquierda.

Embriones de 18 horas tratados
por hibridacion in situ para revelar
la expresion de neuroD. (A,C,E).
Expresion de neuroD en la epifisis
de los embriones silvestres.
(B,D,F). En los mutantes se
produce aumento anticipado en la
expresion de neuroD, lo que
sugiere diferenciacion neuronal
prematura.
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3.2. Notch controla la expresion de deltaA, By D.

La siguiente serie de hibridaciones in situ se realizaron para investigar de
que forma la actividad de Notch regula la expresién del ligando de la misma via
(Notch-Delta) en las células de la epifisis. Anteriormente se ha demostrado que
los genes delta se expresan mas profusamente en las células precursoras que
luego se diferenciarén en neuronas (Haddon y cols., 1998; Appel y Eisen,
1998). Los evidencias sefialan que la via Notch regula la expresion de delfa en
los precursores de neuronas (Haddon y cols., 1998). Baséndonos en esto,
podemos sugerir que la inhibicion lateral activa una sefial represiva entre las
células de la pineal, que previene que dos precursores neuronales vecinos
expresen niveles equivalentes de delfa e impide que se desarrollen como
neuronas primarias al mismo tiempo. Este mecanismo involucraria un proceso
competitivo entre las células progenitoras que permitiria la seleccion neuronal.
Si esto es cierto, deberiamos esperar un mecanismo de retroalimentacion
negativa de la expresién de delfa, por la via Notch.

Para probar este modelo fijamos embriones mib entre las 12-18 horas pf
y los tratamos segun el protocolo de hibridacién in situ, para detectar la
expresion de los mRNA de los genes delfa A, B y D. Estas tinciones evidencian
un marcado aumento en la expresion de los tres genes delta en la epifisis de
embriones mib en relacién con los controles. Estos resultados se muestran en
la Figura 21 y sugieren que la falla en la via Notch produce un incremento

notable en [a expresidn de los genes delta.
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Fig. 21. Expresion de deltaA, B y D, en la neurogénesis de mib. (A-L). Vision lateral con
anterior a la izquierda y dorsal hacia arriba. (C-D, G-H, K-L). Amplificacion de la epifisis en los
mismos especimenes. Los embriones fueron fijados a las 18 horas y procesados mediante
hibridacion in situ para detectar la expresién de deltaA, By D. En los embriones mutantes
mib, la expresion de los genes delta experimenta un aumento general y en particular en la
epifisis (flecha). Sin embargo, deltaB presenta un incremento mas dréstico, incluyendo el ncp.

Isletl

Fig. 22. Hiperplasia neuronal en
el mutante mib. Visiones laterales
de embriones a las 20 horas, que
fueron procesados por
inmunocitoquimica para revelar la
expresion de la proteina Islet1 en
las neuronas primarias. (A,C). En
los controles la expresion se
muestra en la epifisis (flecha), el
ganglio trigémino (doble flecha) y
las neuronas sensoriales (RB)
(espina dorsal). (B,D). Note que en
mib aumenta la produccion de
neuronas en la epifisis (flecha), el
trigémino (doble flecha) y las
Rohon Beard (RB).
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3.3. Notch controla Ia produccién de neuronas primarias en la
epifisis.

Estudiamos el efecto de Notch sobre la produccién de neuronas
primarias en la epifisis. Para ello fijamos embriones mutantes mib y silvestres a
las 24 horas pf y procesamos los especimenes por inmunocitoquimica para
detectar el marcador de neuronas primarias Islet!. En los andlisis estadisticos
comparamos los embriones mutantes mib (25%), con los animales normales
(75%), presentes en el misma cohorte de embriones.

La mutacidbn en mib origina sobreproduccién general de neuronas
primarias en la epifisis (e), ganglio trigémino (tg) y Rohon Beard (RB) (Fig. 22),
indicando que la via Notch regula la neurogénesis primaria. En efecto, la menor
actividad de la via Notch en los embriones mib determina un aumento marcado

en el nimero de neuronas.

3.4. Notch controla la neurogénesis de los fotorreceptores y las
neuronas de conexion.

Al inicio de este trabajo nos preguntamos por las interacciones genéticas
que participan en la especificacion y diferenciacién de las neuronas de conexién
y los fotorreceptores. En la determinacién de estos tipos celulares podrian
participar varios mecanismos (ver discusién), uno de ellos podria ser la
especificacion lateral mediada por Notch (Appel y Eisen, 1998; Bierkamp y
Campos-Ortega, 1993; Cornell y Eisen, 2002; Haddon y cols., 1998; ltoh y cols.,

2003; Takke y cols., 1999). Analizamos esta prediccidon usando dos
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aproximaciones complementarias: induciendo en forma exdgena y constitutiva

la via Notch e investigando la diferenciacién neuronal en la pineal del mutante

mib.

mib-

Fig. 23. Notch controla la
produccién de las neuronas de
conexion en la epifisis. (A-D).
Visiones laterales a las 28 horas pf.
Los embriones fueron tratados por
inmunocitoquimica para detectar
Tuac en las neuronas de conexion.
(B). En los embriones inyectados
con mRNA de NICD (Notch
constitutivo activo), disminuye la
produccioén de neuronas de conexion
(flecha). (D). Por el contrario, en la
epifisis de los mutantes mib, se
producen neuronas supernumerarias
(flecha).

La activacion artificial de la via Notch se consigue meaiante el uso ae un

constitutivo activo de Notch que contiene el dominio intracelular de la proteina

(NICD). Procedimos a inyectar embriones en la etapa de una célula con 100ng

de mRNA NICD. A continuacion, fijamos las muestras entre 22 y 28 horas pf y

las procesamos por inmunocitoquimica para detectar la proteina Tubulina

acetilada (Tuac) en las neuronas de conexion. De un promedio de 80 embriones

inyectados con NICD, en el 68% detectamos reduccién en la expresion de Tuac

(Fig. 23B y Tabla.7). Por el contrario, ninguno de los embriones tratados con

NICD muestra aumento en la expresién de Tuac. Adicionalmente, fijamos

embriones mib y por inmunocitoquimica detectamos Tuac. Obsérvese que en la
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epifisis de los embriones mib se produce un marcado aumento en la formacion

de las neuronas de conexion (Fig. 23D).

Para determinar la forma como la via Notch participa en la produccion de

fotorreceptores, fijamos embriones mib a las 48 horas pf y procesamos las

muestras para revelar la marca del anticuerpo Zpr1. En los mutantes mib los

fotorreceptores se forman en mayor numero.

producen en mayor cantidad y muchas veces

nativas (Fig. 24).
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Fig. 24. Notch controla la
produccion de fotorreceptores en
la epifisis. (A-l). Visiones dorsales
de la epifisis. (A-C). Embriones
silvestres. (D-1). Mutantes mib. Las
muestras fueron tratadas por
inmunocitoquimica para detectar la
proteina Zpr1. (A-C). En los
embriones normales la expresion de
Zpr1 se produce en una region
restringida de la epifisis. (D-1). En
cambios en los mutantes mib, se
producen fotorreceptores
supernumerarios y atipicos.
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NICD

Fig. 25. Notch activado, reprime la
formacion de los fotorreceptores.
(A-D). Visiones frontales con dorsal
hacia arriba. (C-D). Amplificacion de
la epifisis. Los embriones fueron
fijados a las 48 horas pf y tratados
por inmunocitoquimica para revelar
la presencia de Zpr-1. (A,C). En los
embriones control los fotorreceptores
se observan en la epifisis (flecha).
(B,D) En los embriones inyectados
con 100 ng mRNA NICD, se observa
una disminucion significativa
fotorreceptores epifisiarios.

A continuacion, probamos el efecto de la activacion constitutiva de Notch
sobre el desarrollo de los fotorreceptores. Para ello inyectamos embriones en la
etapa de una célula con 100ng de mRNA para NICD. Fijamos estos
especimenes a los dos dias pf y procedimos a revelar el anticuerpo Zpr1 en la
pineal. En los embriones tratados con NICD, se produce menor cantidad de
fotorreceptores comparados con los embriones sin inyectar (Fig. 25).

Estos resultados indican que, durante la neurogénesis de la epifisis la
produccién de fotorreceptores y neuronas de conexién esta bajo el control de la
via Notch (Tabla. 7). Basicamente hemos demostrado que una perturbacion en
la actividad de la via, ya sea inhibicidn (mib) o sobre activacién (NICD), se

traduce en aumento y disminucién del nimero de neuronas, respectivamente.
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Tabla.7. Notch regula la formacion de fotorreceptores (Zpri+) y neuronas de conexién

{Tuac+) en la epifisis

%de disminucion en la expresion

inyeccién anticuerpo 28h (n) 48h (n)
MRNA NICD zpr-1 nd 72% (64)
Tuac 68% (43) nd

n, nidmero de embriones revisados., nd, n¢ determinado.
zpr1 marcador de los fotorreceptores.
Tuac (tubulina acetilada), marcador de las neuronas de conexion.

4. Neurogénesis en la linea lateral posterior (lIp).

4.1. Expresion de neuroD en Ia llp.

Los neuromastos son inervados por neuronas sensoriales cuyos cuerpos
celulares se encuentran localizados en el ganglio craneal (Romboencéfalo)
(Revisiéon en Ghysen y Dambly Chaudiere, 2004). Se sabe que las neuronas
sensoriales se proyectan al primordio antes de que este migre y permanecen
asociados a él durante el deposito de los neuromastos (Gompel y cols., 2001z;
Gompel y cols., 2001b; Sapede y cols., 2002). Como se muestra en la Figura
26, entre 7 y 9 neuromastos se forman a lo largo del tronco y la cola de los

embriones (Fig. 26).
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4.2. La formacién del ganglio de la llp es dependiente de ngn1.

Determinamos la funcién de ngn7 en el desarrollo de la lip mediante la
inyeccion de 1,5ng de morfolino para ngn?. Fijlamos los embriones a las 24
horas de desarrollo y procesamos las muestras por inmunocitoguimica
detectando HuC. Analizando la fincién bajo la lupa, vimos una desaparicion
completa de los ganglios sensoriales que inervan los neuromastos en la llp (Fig.
27B). Usado el método de tincién vital DASPEI, examinamos los neuromastos
en los morfantes ngn? y no encontramos diferencias notables respecto de los
controles. Andermann y cols. (2002) encuentran un resultado similar y sugieren
que la neurogénesis de los neuromastos es independiente de la inervacion

craneal regulada por ngn1 (Anderman y cols., 2002).
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Fig. 26. Desarrollo de la linea lateral posterior (llp). (A). Vision lateral. (B). Vision
dorsal con anterior hacia la derecha. Los neuromastos son teflidos con el método
de tincion vital DASPEI y las larvas son observadas por microscopia de
fluorescencia. La llp esta compuesta por entre 8 y 9 neuromastos, que son
depositados a lo largo del tronco y la cola de los embriones.

Control

Fig. 27. Ngn1 controla Ila
formacién del ganglio en la llp.
(A-B). Visiobn dorsal justo
posterior al ojo, con anterior
hacia arriba. Los embriones
fueron fijados a las 24 horas y se
procesaron por
inmunohistoquimica para revelar
la seiial de Huc en los ganglios
sensoriales. B). En los
embriones inyectados con 1.5 ng
MO ngn1, se observa la perdida
de todos los ganglios
sensoriales, incluido el de la lip.
Note que las motoneuronas y
neuronas entéricas se forman
normalmente. Tg, trigémino; vo,
vesicula otica; llp, linea lateral
posterior.
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Nuestros resultados, en conjunto con estudios paralelos, demuestran
que, ngn1 es indispensable en el desarrollo de los ganglios que proyectan sus
neuronas a la llp (Anderman y cols., 2002). También indican que la formacion
de los neuromastos es independiente de la inervacién, es decir, la neurogénesis
de las células ciliadas en la llp es independiente de la funcién de ngn7.

Al bloguear la funcién de ngn1, se produce la completa desaparicion de
los ganglios: trigémino, del oide y de la linea lateral posterior (Fig. 27 B).
Previamente hemos mostrado que ngnf participa en el desarrollo de las
neuronas sensoriales en la espina dorsal y en la epifisis. Por este motivo es
dado decir la ngn1 participa fundamentalmente en la determinacion y
especificacién de las neuronas que forman los dérganos sensoriales en el pez

cebra (Anderman y cols., 2002; Cornell y Eisen, 2002; Cau y Wilson., 2003).

4.3 Funcién de neuroD en el desarrollo de la llp.

Nosotros encontramos que neuroD se expresa en el ganglio de la linea
lateral posterior durante la embriogénesis. Una vision espacio/temporal de las
células permite concluir que la ubicacién de los mensajeros neuroD es bastante
dinamica en el ganglio de la llp (Fig. 28). En los gangiios sensoriales la
expresién de neuroD es precedida por la expresion de ngn? (Andermann y
cols., 2002).

Para examinar la funcién de neuroD en la formacién de los neuromastos
inhibimos su funcidn usando morfolinc para neuroD. Al segundo dia df,

incubamos los embriones en una soluciéon 1mM de DASPEI.
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Fig. 28. Expresion de neuroD en la llp. (A-B). Visiones laterales con anterior a la
izquierda y dorsal hacia arriba. Los embriones fueron fijados a las 30 (A) y 36 (B)
horas pf y tratados por hibridacién in sifu para determinar la expresién de neuroD.
NeuroD se localiza en el trigemino (tg), la vesicula otica (vo), y la linea lateral
posterior (llp). (C-D). Visiones dorsales justo detras del ojo, con anterior hacia
arriba. Los embriones fueron fijados a las 18 (C), 30 (D) y 36 (E) horas de
desarrollo. EI cambio espacial en la expresion de neuroD, se relaciona con el

cambio en la disposicion de las placas sensoriales.

control

MO neuroD

Fig. 29. NeuroD participa
en la formacién de los
neuromastos en la llp. (A-
B). Visiones laterales de
embriones a los 3 dias de
vida. (A). Embrién silvestre
tratado con el método de
tincién vital DASPEI,
observado por microscopia
de fluorescencia. Note la
formacién de 8 neuromastos
en el tronco y cola. (B). En
los embriones tratados con
5ng de MO neuroD, los
neuromastos de la llp no se
desarrollan normalmente, ya
que por lo general disminuye
Su nuamero.




72

En los embriones tratados con neuroD se observan muy pocos
neuromastos (Fig. 29). El rango de fenotipos en los embriones morfantes va
desde un solo neuromasto justo detras del oido a unos pocos neuromastos
localizados en la cola (Fig. 29B). Por el contrario, la formacion de neuromastos
en la cabeza es normal y sirve como un control de la buena condiciéon de los

embriones inyectados con morfolino neuroD (Fig. 29A).

4.4. Notch regula la expresién de neuroD en la lip.

Analizando la lip de mib, Itoh y Chitnis. (2001) observan que las células
precursoras de neuromastos son sensibles a la inhibicion lateral. Los autores
observan formacién de neuronas ectdpicas dentro de los neuromastos en mib
(Itoh y Chitnis, 2001). Usando el método de tincion DASPEI no encontramos
neuromastos maduros en el mutante mib. Una posible explicacion es que, en
ausencia de [a via Notch, las células neuronales que no se diferencian mueren
o degeneran por apoptosis.

Para estudiar la participacidén de la inhibicién lateral en el desarrolio de
los neuromastos. Fijamos embriones silvestres y mutantes mib a las 18 horas
df. Procesamos las muestras por hibridacién in situ contra el mRNA de delfaA,
By neuroD. En la placa de Ia llp de mib se produce un aumento notable en la
expresion de los genes delfaB y neuroD (Fig. 30). Por el contrario, la expresion
de delfaA se restringe a unas pocas células (Fig. 30D). Esto contrasta
claramente a lo observado en los rombdmeros del mismo mutante, donde Ia

expresion de deffaA aumenta y se expande (Fig. 30B). Estos datos indican que
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los mRNA de deltaB y neuroD, son los mensajeros que mejor prefiguran los

territorios presuntivos de la llp y que ellos son también los mas sensibles a

inhibicion lateral.

Fig. 30. Neurogénesis en la llp del mutante mib. (A-L). Visién dorsal con anterior hacia
arriba. (C-D, G-H, K-L). Amplificacién de la llp de los mismos especimenes. Los embriones
fueron colectados a las 18 horas y procesados mediante hibridacion in situ para detectar la
expresion de delfaA, B y neuroD. (A-D). En los embriones silvestres la expresion de delftaA
se produce en los precursores neuronales ubicados a los largo del eje anterior posterior,
correspondiente a los romb6émeros, en el oido y en la llp (flecha). (C-D). En los embriones
mib, la trascripcion de deffaA, se restringe a menos células y es mayor. (E-H).
Normalmente deltaB se expresa, en los bordes laterales de los rombémeros, en el ganglio
trigémino, el oido y la llp (flecha). (F-H) En los mutantes mib, la expresion de deitaB
aumenta marcadamente en las células que forman la lip (flecha). (I-L). En el caso normal,
la expresion de neuroD marca las células que estan iniciando la diferenciacion hacia
neurona (Mueller and Wullimann, 2002b) y se produce en un patrén espacial que es mas
localizado con respecto a los genes deltaA, B. En la figura se puede apreciar que a las 18
horas neuroD marca las neuronas presuntivas en la linea lateral. (K-L). La mutacion en
mib, determina un incremento drastico en la expresion de neuroD en la lip, lo que indica que
hay un mayor numero de células diferenciando hacia neuronas.

la
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Al activar la via Notch usando el constitutivo activo NICD observamos
una reduccion casi completa en la expresion de neuroD localizada en el ganglio
de la llp (Fig. 31E). Este efecto es concordante con inhibicion del desarrollo de

los neuromastos en los embriones inyectados con NICD.

Fig. 31. Notch regula la expresion de neuroD en la llp. (A-B).
Visiones laterales con anterior a la izquierda y dorsal hacia arriba. (C-
E). Vision dorsal con anterior hacia arriba. Los embriones fueron
fijados a las 24 horas y procesados por hibridacion in situ para
detectar la expresion de neuroD. (B,D). En los embriones mutantes
mib, la expresion de neuroD aumenta. (E). Por el contrario en los
embriones inyectados con 100 ng de NICD, la expresién de neuroD
tiende a desaparecer.
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Estas observaciones y las precedentes, ayudan a formarse una idea de
como las interacciones moduladas por Notch-Delta se conservan en el
desarrollo de dos tipos de organos sensoriales, la epifisis y la linea lateral

posterior.
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DISCUSION.

1. Mecanismos implicados en el posicionamiento de la epffisis.

En la formacion del mesodermo axial, el notocordo es e} tejido
embrionario que determina las propiedades de los distintos tipos celulares a lo
largo del eje anterior-posterior de los embriones (revisidn Chitnis, 1999). A
semejanza del notocordo, en el cerebro anterior se expresan varias méleculas
difusibles y que actian a nivel celular determinando la posicién anterior-
posterior y dorsal-ventral de ia vesicula epifisiaria. Por una parte, en el gje
anterior posterior del tubo neural anterior se expresan componentes de la via
Wnt que poseen propiedades posteriorizantes (Molven y cols,, 1991; Saito y
cols., 2000; Heisenberg y cols., 2001). Las seftales verticales de bmp7 y shh
(Nguyen y cols., 1998) emitidas en el eje dorso-ventral de la epifisis son
capaces de inducir la expresion de fih (Masai y cols, 1997), fgf8 y ofx2 (Li y
cols., 1994). Es posible sugerir que estas mismas sefiales esten involucradas
en la induccidn de fos componentes de los genes proneurales y la via
Notch/Delta. Asi, tanto planar como verticalmente las sefiales presentes en el
primordio presuntivo de la epifisis, podrian activar los genes que finalmente
participan en la posicién y la neurogénesis de la epifisis.

Previamente los genes floating head (fih) y masterblind {mbi) se han
implicado en el posicionamiento de la epifisis y se ha demostrado que regulan

la produccion de fotorreceptores y neuronas de conexién (Masai y cols., 1997,
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Heisenberg y cols., 2001). Durante el desarrolio del cerebro anterior la epifisis
actuaria como un centro organizador induciendo el desarrollo neural. Se ha
propuesto que el patron de diferenciacion anterior posterior de ia pineal es
producto de un gradiente de actividad de Wnt (Heisenberg y cols., 2001).
Heisenberg y cols. (2001) mostraron que la serftal Wnt participa controlando la
expresion de fih en el cerebro anterior. En los mutantes de masterblind (mbl) el
aumento en la actividad Wnt determina una expansién hacia anterior del
territoric correspondiente a la epifisis. Los autores concluyen que la actividad de
mbl reprime la transcripcién de fih en el telencéfalo, restringiendola a fa regién
del epitalamo.

Recientemente, Se ha establecido que la actividad de fih es necesaria y
suficiente para mantener y activar la transcripcion de los genes proneurales
zash1a y ngn1. Ciertamente, la pérdida de neuronas epifisiarias observada en
embriones mutantes fih, es al menos en parte a través de la inhibicién de
zash1a y ngn1. Aqui, ambos elementos convergen y activan la trascripcién de

neuroD, permitiendo la generacion de neuronas (Cau y Wilson, 2003).

2. Mecanismos implicados en la especificacién neuronal.

2.1. Zash1a activa la expresion de defta.

En el presente trabajo nos propusimos caracterizar la funcién de los
genes zash1 en el desarrollo del cerebro, centrandonos principalmente en la
neurogénesis de la epifisis. Puesto que no disponiamos de peces mutantes

para ios genes zasha y ngn1, usamos una aproximacion genética reversible

O
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haciendo uso de oligonucleétidos morfolinos. Los morfolinos son anélogos ne
i6nicos de DNA, modificados quimicamente para aumentar su estabilidad.
Estos cligonuciedtidos antisentido pueden bloquear selectivamente la sintesis
de las proteinas mediante dos mecanismos: inhibiendo el inicio de la traduccion
de las proteinas o impidiendo el empalme de los exones generando proteinas
truncadas (Heasman, 2002). Varios estudios han certificado la eficiencia y
selectividad de los morfolinos como inhibidores especificos de la funcion de las
proteinas durante el desarmollo del pez cebra (Nacevisius y Ekker., 2000,
Heasman, 2002).

Primero analizamos la interaccidn genética entre zashfa y delta.
Encontramos que zash7a es capaz de inducir la expresion del mRNA para
deltaA, deltaB y deltaD. La expresion de zash7a en una zona que coincide con
el dominio de expresion de delfa, es compatible con una funcién para zashfa
regulando [a competencia neuronal en la epifisis.

La interferencia de la funcién de zashfa con morfolinos, suprime
fuertemente la expresidn para deffaA, B y D en la pineal. Ademas, en los
embriones mutantes fih donde la funcion de zasha es parciaimente reprimida,
se ha descrito que los niveles iniciales de expresidn para los genes delfa son
practicamente normales (Cau y Wilson, 2003). Se ha cbservado que en los
embriones mutantes fih, tanto zash7a como delta son inicialmente expresados,
perc no se mantienen en el tiempo {Masai y cols., 1897; Cau y Wilson, 2003).
Pedemos postular que fih interacciona selectivamente con un elemento

regulador en el promotor de zash1a, distinto del elemento encargado de activar
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la expresion del gen. Algo similar ccurre en Drosophila, donde la region 3" del
promotor Achaete-scufe (Ac-sc) responde a factores transcripcionales que
activan la expresién del gen, mientras, otras secuencias en el extremo 5° unen
factores involucrados en la mantencion de la expresién de Ac-sc (ver revisiones
en Campuzano y Modolell, 1892; Modolell, 1997).

La observacion que zash7a activa la transcripcién de los genes delfa,
@n varias zonas donde la expresion de ambos genes coincide, suglere que este
efecto podria ser directo. En Drosophila la dimerizacion entre Ac- sc ¥y
daugtherless (da) permite la activacion transcripcional del promotor para delfa
(Kunish y Campos-Ortega, 1994). Ademas, en pez cebra mediante el uso de
embriones transgénicos, se ha mostrado que zashifa regula directamente el
promotor de delfaD (Hans y Campos-Ortega, 2002). Asi, podemos sugerir que
zash1a participaria en la activacion directa de deffad, B y D en las células

precursoras de neuronas en la epifisis.

2.2. Autorregulacién entre zash?a y zash1b en la neurogénesis,

Los patrones de expresion de zash1a y zash1b presentan homologias en
varias zonas del cerebro embrionario (Allende y Weinberg, 1994, Mueller y
Waullimann, 2002a). En esta tesis, encontramos una regulacion reciproca entre
ambos genes y mosiramos que controlan mutuamente sus niveles de
expresién. En efecto, mediante la inyeccién de morfolinos observamos que la
perdida de la funcion de zash1 (zash7a y zash1b), se traduce en un aumento de

los niveles de mRNA para zash? en el SNC y SNP. Esto indica que la expresién
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de zash? depende de‘ un ciclo de mantencion que involucra al factor
transcripcional zash1 y posiblemente Notch, ya que al bloquear zash7 o la via
Notch se expande la expresion de zash? en los tejidos neurogénicos.

Desde el punto de vista tedrico podemos proponer dos mecanismos de
autorregulacion. El primero directo, involucra elementos en el promotor de
zash1 susceptibles de ser reprimidos por zash? sdlo o en combinacién con
atros cofactores transcripcionales. El segundo indirecto, comprometeria la via
Notch a través de la inhibicidn lateral. Como indicamos zash7a induce la
expresion del ligando delta, esto ayuda también a la activacion de Ia via Notch.
A su vez, Notch podria reprimir la actividad de zash1a. Efectivaments, varios
estudios en pez cebra han mostrado la conservacién del mecanismo de
inhibicién lateral durante la seleccién neuronal en diversos érganocs y iejidos
(Bierkamp y Campos-Ortega, 1993; Blader y cols., 1997, Dornseifer y cols.,
1897). Los estudios convergen en mostrar que ios niveles de actividad de los
factores proneurales bHLH y la via Notch, son determinantes en definir el
tamafio de la regién de competencia neuronal (Haddon y cols., 1998; Appel y
Eisen, 1998; Takke y cols., 1999; Comell y Eisen, 2002). Como indicic de ello,
en los mutantes de la via Notch (mib) encontramos un aumento significativo en
los niveles de mRNA para zash7a y b, indicando un aumento en el tamafio de ia
region de competencia neuronal.

2.3. Genes involucrados en identidad posicional de zashfa y b.

Es posible que en el embridn otros factores aparte de la via Notch estén

encargades de reguler la expresién de los genes zashi. Apoyando esta
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posibilidad, en Drosophila los genes del complejo iroquois, son requeridos para
inducir elementos reguladores del promotor de Ac-sc, permitiendo la generacién
de los drganos sensorigles en determinadas posiciones dentro del sistema
nervioso de la mosca (Gomez-Skarmeta y Modoleli, 1998). Por su parte, en la
eplfisis del pez cebra, ia mantencién de la expresion de zashfa esta bajo el
control del gen f1h (Masai y cols., 1997; Cau y Wiison, 2003). Es interesante
notar que en los mutantes de la via Wnt (mbl), tanto fih como zashfa son
expresados en posiciones ectépicas, ocupando territorios correspondientes al
prosencéfalo (Masai y cols., 1997). Es tentador proponer que un sistema de
sefiales semejante al involucrado en el posicionamiento de neurcnas en
Drosophila, actuaria en fa neurogénesis de la epifisis (Fig. 32). En este modeio
ios genes flh y mbi, actuarian como genes de pre-patron, siendo responsables
de resfringir la expresion de zash1a en el eje anterior-posterior del epitdlamo
dorsal (Fig. 32). Algunas caracteristicas del gen flh favorecen esta posibilidad.
En el primordio de la epifisis la expresion de fih es regulada por la actividad de
sefiales solubles como Bmp y Wnt, las cuales son mediadoras de la identidad
posicional durante el desarrollo (Masai y cols., 1997; Barth y cols., 1999;
Heisenberg y cols., 2001). Por otra parte, flh controla la expresién de dos
factores transcripcionales del tipo bHLH. En efecto, el factor transcripcional fih
es esencial en activar la expresion de ngn1. En tanto, Unicamente contribuye a

sosterier 1a expresion de zash7a durante la neurogénesis (Cau y Wilson, 2003).
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Fig. 32. Modelo para la especificacion y selecci6n neuronal en la epffisis. (A) En la neurula
temprana. El territorio presuntivo de la epifisis marcado con fih es restringido en el eje dorsal
ventral por la expresién de bmp7 y shh. En tanto, mbl reguia la expresion de fih en el eje
anterior. (B) En la neurula tardia. Flh activa la transcripcién de zash7a y ngn? en un dominio
que se superpone con el territorio de la epffisis. (C) A las 16 horas pf. El aumento en los niveles
de mRNA para deifa (dl) y neuroD depende de la actividad inductora de zash1a y ngn1. Es este
estadio empiezan las actividades represivas de delfa sobre la expresion de zashfa y ngnf.
Estas definen la seleccién neuronal. (D) A partir del primer dia de desarrollo comienzan a surgir
las primeras neuronas. a: anterior, p: posterior, D: dorsal, v: ventral
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2.4. Relaciones de epistasis entre zash?a, ngn1y neuroD.

En mamiferos, usando roedores transgénicos como modelo de estudio
se ha mostrado que durante la especificacién de los progenitores olfatorios
mash1 y ngnt forman parte de una cascada genética en la cual mash7 actda
corriente arriba de ngn? permitiendo su expresion (Cau y cols., 2002), Asi, la
falta de funcién de mash7 se traduce en la disminucién del mRNA para delta
junto con la desaparicifn de varias neuronas offatorias. Por el contrario, la
pérdida de la funcién de ngnt no afecta la expresién del ligando de la via Notch,
sino que afecta exclusivamente la diferenciacion neuronal {Cau y cols., 2002).

Con el fin de analizar posibles relaciones de epistasis entre los genes
zash1a y ngn1 durante lfa neurogénesis epifisiaria, observamos el patrén de
expresion de los mRNA para zash7a o ngn1 en embriones fratados con el
morfolinc para el otro gen. A diferencia de ratdn, en estos ensayos no
encontramos evidencias que apoyen una regulacién cruzada entre zashfa y
ngni. De rﬁodo similar, los embriones morfantes para neuroD no presentan
cambios en la expresién de zash7a o ngn1. Estas observaciones pueden ser
explicadas sugiriendo que los genes zashia y ngn1 tendrian una jerarquia
equivalente, probablemente formando parte de vias paralelas que contribuyen
en conjunto a la preduccion de neuronas epifisiarias. En resumen y como
indicamos antes, zash7a y ngn1 activan la expresién de neuroD. Pero, este

ultimo no regula el nivel transcripcional de zash1a y ngn1.
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3. Mecanismos implicados en el contro! del niimero de neuronas.

3.1. Zash1a controla la neurogénesis primaria.

Encontramos que zash7a cumple un pape! determinando |a cantidad de
neuronas diferenciadas en la epifisis. Usando embriones fratados con
morfolinos para zash?a y zashia/ngn1, Cau y Wilson (2003) cbservan una
disminucién significativa en la transcripcion de factores caracteristicos de
fotorreceptores y neuronas de conexién, como oix5 y one-cut. En este contexto,
otx§ activa la transcripcion de genes circadianos en los pinealocitos (Gamse y
cols.,, 2002), Por su parte, onecut participa en la diferenciacién de los
fotorreceptores en Drosophila (Nguyen y cols,, 2000). Del mismo modo,
bloqueando la funcién de zash1a observamos una disminucion en el nlimero de
neuronas primarias y sensoriales. Esto probablemente debido al descenso en la
expresidn de delaA, By D, en los precursores de fotorreceptores y neuronas de
conexion. Ademas, mostramos que zashfa no participa en la diferenciacién
neuronal ya que, en los embricnes morfantes para zash7a no detectamos
disminucién de fotorreceptores en favor de neuronas de conexion o viceversa.
Por 8l contrario, en los embriones morfantes se produce una disminucién
equitativa en la formacion de los dos tipos de neuronas. Por lo tanto, es posible
sugerir que zash1a participa tempranamente en la neurogénesis de la eplifisis,
definiendo la cantidad de neuronas precursoras que mas tarde se diferencian

en fotorreceptores y neuronas de conexién.
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3.2. Papel do zash1a y ngn1 en |a neurogénesis de la epifisis.

Mediante inyeccion de morfolinos para zash7a y ngnf, analizamos la
actividad de .lo‘s factores transcripcionales bHLH durante la generacién de
neuronas en la epifisis. Nuestros resultados muestran que zash7a y ngnf
. regulan de manera redundante las proteinas Islett y Huc en las neuronas
primarias. Al bloquear la funcién de los genes por separado observamos un
descenso moderado pero significativo en el nivel de ambas proteinas en la
epifisis. Por lo tanto, ninguno de los dos genes por si sblo es suficiente y
necesario para dar cuenta de la neurogénesis primaria. En efecto, al bloquear la
actividad de ngnt junto con zash?a mediante hibridacién in situ se detectan
mencres niveles de mRNA para islet?, indicando que ambos genes cooperan
en la generacion de neuronas (Cau y Wilson, 2003).

Es claro de nuestro trabajo que la expresién de zash7a y ngnf, precede
a la expresién de una tercera proteina bHLH codificada por neuroD. Ademés,
como en otras especies, encontramos que neuroD es activado inicialmente
dentro del dominio de expresién de zash7a (Ma y cols., 1996; Blader y cols.,
1987; Fode y cols., 1998; Cau y Wilson, 2003). De forma similar, en el
desarrollo de las crestas neurales ngn1 y la via Notch participan controlando la
expresion de neuroD (Comell y Eisen, 2002). En conjunto, estos resultados
apoyan la idea que los genes proneurales tempranos zashfa y ngni son
requeridos para activar [a expresion de neuroD. Mas aln, se ha encontrado
que la expresion de neuroD coincide con el inicic de la diferenciacién neuronal

(Miyata y cols., 1999; Liu y cols., 2000; Schwab y cols., 2000; Musller y
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Waullimann, 2002b). Estos datos sugieren que zashfa y ngn1, participan en la

neurogénesis de la epifisis antes de la diferenciacion neuronal.

3.3. Zash1a y ngn1 definen territorios en la epHisis.

Estudios realizados en Drosophifa, pollo, ratén, Xenopus y pez cebra,
coinciden en indicar que durante la neurogénesis operan secuencialmente ios
genes proneurales y neurogénicos (Campuzano y Modolell, 1992; Chitnis y
cols., 1995; Henrique y cols., 1897; Haddon y cols.,, 1988; Brunet y Ghysen,
1999; Casarosa y cols., 1999). En la epifisis, enconframos una sucesién similar
entre la expresién de zashia, ngn1 y deffa, que revela una progresién en la
neurogénesis. La sucesion comienza con la expresion de zash1a y ngn1 en un
grupo de células equivalentes que constituyen en conjunto los precursores
neurconales. Aqui, y en la misma etapa, se produce la expresion de delfaA, By
D. Ademas, observemos que el descenso en la expresién de los genes zasha,
ngn1 y delta, coincide temporalmente con la formacién de las primeras
neuronas post-mitdticas, caracterizadas por la expresion de neuroD (Mueller y
Wullimann, 2002b). Nuestros anélisis muestran que en la etapa de la neurula
tardia, la epifisis es dividida en un territorio anterior, que expresa altos niveles
de zashfa, y una regién posterior que expresa niveles moderados de ngn.
Este hecho, indica que los genes zashfa y ngn1, podrian participar en la
especificacién de distintas subpoblaciones neuronales. Ciertamente, notamos
que la interferencia de los factores trenscripcionales del tipo bHLH zash7a y

ngn1 no suprime completamente ia neurogénesis en la epiffisis. Sin embargo, no
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hallamos evidencias que permitan indicar un papel de los factores zashfa y
ngn1 en la especificacién del fenotipo neuronal en la epifisis.

Hasta aqui hemos analizado la funcién del gen proneural zasha en la
neurogénesis de la epifisis del pez cebra, en particular el papel de zash1a como
activador de la expresion de los genes deftaA, deltaB y deltaD en los
precursores de neuronas y la posible funcion de zash7a en la produccion y
diferenciacion neuronal. A continuacion analizaremos la funcién de los genes
neurogenicos nofch/delta en la especificacién de las neuronas en la epifisis.
Ademas, discutiremos como el balance entre las actividades de los genes
proneurales y neurogénicos regula la cantidad de neuronas formadas durante la

neurogénesis de la pineal.

4. Mepanismo de inhibicién lateral en la epifisis.

4.1. Notch regula Ia expresion de los genes proneurales.

La via Noch/Delta es el principal mecanismo de sefializacién intercelular
descrito en ia embriogénesis de veriebrados e invertebrados. Se ha descrito su
participacién en varios eventos del desarrollo entre los cuales cabe destacar:
neurogénesis, segmentacién, vasculogénesis, angiogénesis, entre ofros. La
activacién de Notch por Delta produce la protedlisis del primero en la cara
inferna de la membrana plasmatica. El segmento intracelular del receptor se
mueve al nicleo de la célula donde activa la expresion del represor

transcripcional enhancer of split en Drosophifa y sus ortélogos hairyhes/her de

pollo/ratén/pez cebra (Artavanis-Tsakonas y cols., 1999).
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En el pez cebra se dispone de varias lineas de peces mutantes (tiles
para estudiar la funcién genética de Notch. Entre ellas la mutacion mindbomb
{mib), cuya proteina corresponde a una ubiquitina ligasa indispenseble en la
sefializacion via Notch (Jiang y cols., 1996; ltch y cols., 2003). En la epifisis de
mib, la disminucién en la actividad Notch determina scbreexpresion de zash7a.
En esta Ultima condicién, Notch tampoco puede reprimir la expresién de ngnty
neuroD, promoviendo el desarrollo de neuronas supernumerarias. A la inversa,
la sobreexpresion de un constitutive activado de Notch bloguea la sintesis de
fotorreceplores y neuronas de conexion. Esto posiblemente debido a la
represion de Notch sobre los genes proneurales del fipo bHLH. A su vez, al
disminuir los niveles de los factores bHLH diminuye Delta y con ello la actividad
de la via Notch. De esta forma, cada modificacién experimental en la actividad
de los genes proneurales bHLH y/o nofch/deffa determina cambios en el
nimero de neuronas formadas en la epifisis. Asimismo, en la placa neural la
formacién de neurcnas es reprimida mediante sobreexpresitn de Notch {Takke
y cols., 1898). En efecto, la induccién de las células de la cresta neural requiere
un nivel especifico de actividad Notch, la cual reprime la expresién del gen
bHLH ngnt (Cornell y Eisen, 2002). En concordancia, durante {a neurogénesis
de mamifero los ligandos de la via Notch, Delta/Serrate/Jagged, regulan la
expresion de mash1 y ngn1 (Casarosa y cols., 1999; Fode y cols., 1998; Cau y
cols., 2002).

Nuestros resultados muestran que la disminucién de la inhibicidn lateral

en los embriones mib determina expresion ectdpica para neuroD en la epifisis.
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Cabe notar que en la mayoria de los embriones mib la expresién de neurcD se
produce prematuramente. Basandonos en las evidencias previas podemos
sugerir que Notch controla el tiempo de la competencia neurcnal, mediante la
represion de uno o mas factores bHLH (Jiang y cols., 1996), regulando asi
mismo, el tamario de la region de competencia. En efecto, demostramos que en
los mutantes mib dicha regidén caracterizada por la expresién de genes
proneurales, se expande aumentando la probabilidad de neurogénesis dentro
de ella (Fig. 33).

No sabemos como Notch puede reprimir la expresion de los diferentes
genes proneurales en la epifisis. Pero, a semejanza de Drosophila, en
vertebrados la via Notch induce la expresién de los represores transcripcionales
Hairy/Hes/Her, oridlogos de Enhancer of split. Estas proteinas en colaboracién
con ofros factores transcripcionaies como groucho, podrian mediar la represion
transcripcional de los genes proneurales. Como indicio de ello se ha
demosirado que her4, el ortdlogo de enhancer of split en pez cebra, regula
negativamente ia expresién de ngnf, actuando como el efector transcripcicnal
de la via Notch (Takke y cals., 1999).

Observamos que desde el estadio de neurula tardia, la epifisis presenta
expresién de genes proneurales (zashfa, ngni, neuroD) y neurogénicos
(notch/delta). Previamente se ha mostrado que durante el desarrollo de la placa

neural, existe una interaccion reciproca entre ambos genes, la cual define el
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Fig. 33. Modelo de competencia neuronal en la epifisis. (A) El gen homeoproteina fih
activa la expresion de zash7a en un grupo de células equivalentes. A su vez, zash1a
permite la acumulacién de defta en el mismo territorio. Las células seleccionadas para
formar neuronas poseen suficiente actividad de zashta y delffa como para superar la
represion mediada por la via Notch. (B) En efecto, en los mutantes mib la interferencia de
la via Notch determina una expansion en el territorio con competencia neuronal y un
incremento en la neurogénesis.

nivel de competencia neuronal en las células precursoras de neuronas (Appel y
Eisen, 1998; Haddon y cols., 1998; Takke y cols., 1999; Cornell y Eisen, 2002).

En esta tesis hemos encontrado la operacion de un mecanismo similar en la
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neurcgénesis de Ia epifisis. Adicionalmente, hemos demostrado que, producto
de una perturbacién, ya sea sobre activacién o inactivacion de la funcién
proneural por Notch, se produce un exceso o detrimento en la generacion de

neuronas epifisiarias.

4.2. Notch regula la expresion de deltaA, By D.

En la epifisis del pez cebra los genes delfaA, B y D son expresados en
un grupo compacto de células. Esto se diferencia de lo que ocurre en territarios
neurogénicos de la placa neural donde los diferentes genes delta se expresan
én una frama mosaico {Bierkamp y Cempos-Ortega, 1993; Dornseifer y cols.,
1997, Haddon y cols., 1998, Appel y Eisen, 1998; Takke y cols., 1999).

En esta tesis mostramos que el pairdn de expresién de delfa se restringe
progresivamente a los precursores neuronales de fa epifisis. Lo mismo ocurre
en ofras regiones neurogénicas que forman compartimientos neuronales, como
el telencéfalo, el hipotélamo, los rombémeros, los drganos sensoriales y la linea
lateral {ltoh y Chitnis., 2001; Comell y Eisen, 2002; itoh y cols., 2003). Estos
hallazgos sugieren que los genes nofch/delfa participan de manera conservada
en regulaciones genéticas en la neurogénesis de la epifisis, SNC y SNP. Las
evidencias precedentes sumadas a las nuestras, indican que los genes fh, mbl,
zashia, ngni son requeridos para definir los temitorios epifisiarios con
competencia neuronal (Masai y cols, 1997; Cau y Wilson, 2003).
Efectivamente, en el primordio de la epffisis fih, zashta y ngn? inducen la

expresion de los genes delfaA, B y D. Seglin observamos, el nivel de
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mensejero para defta parece ser estabilizado mediante el mecanismo de
inhibicién lateral mediado por la via Notch. Asi lo muestra el aumento
significativo en la expresion de delfa en los mutantes mib.

Probablemente, en la epifisis la expresion de delfaA, B y D involucra un
ciclo de mantencién, que depende de factores transcripcionales bHLH y la via
Notch. Ciertamente, al inactivar la funcién de los genes zash7a (bHLH) o Notch
pudimos inhibir o inducir respectivemente, ia expresion de deffad, By D. Una
interpretacién de nuestros resultades es qgue Noich estd bloqueando Ia
transcripcién de deffa en las células epifisiarias que expresan zash7a.
Anteriormente, propusimos que zashfa es mediador de la competencia
neuronal activando defta y que a su vez, Notch reprime la transcripcion de
zash1a. Asi lo muestra la sobreexpresion de zash1a debida a la falta de funcion
de Notch en mib. En concordancia, los embriones mib muestran expansion
significativa en [a expresion epifisiaria de delfa, acompafiada de un aumento en
la cantidad de neuronas (Fig. 33). Esto permite pensar que el sistema
Notch/Delta, principal mecanismo de interaccién célula-célula, podria ser el
responsable de las interacciones que definen la neurogénesis en la eplfisis.

En la neurogénesis de invertebrados y vertebrados se ha mostrado que
delta es capaz de regular la expresion de si mismo mediante un mecanismo de
retroalimentacién dependiente de Notch (Campuzano y Modolell, 1992;
Bierkamp y Campos-Ortega, 1893; Domseifer y cols., 1987; Haddon y cols,,
1998; Takke y cols., 1999). Baséndonos en esto, podemos sugerir que la

inhibicién lateral activa una sefial represiva entre las células de la pineal, que
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previene que dos precursores neurongles vecinos expresen niveles
equivalentes de delta, impidiendo que se desarrollen como neurcnas primarias
al mismo tiempo. Este mecanismo involucraria un proceso competitivo entre las
células vecinas que permitiria la seleccidn neuronal. Segln Coliier y cols.
(1986) podemos expresar esta relacién de la siguiente manera. El nivel de
expresion del mRNA para delfa es inversamente proporcional a la actividad de
Notch en ia misma célula. Ademas, el nivel de expresién del ligando Delta
determinaria la adopcidn de un destino celular, altos niveles de Delta permitirian
la adopcién de un destino neuronal y bajos niveles de Delta un destino hacia

célula accesoria o glia (Collier y cols., 1996).

4.3. Notch es mediador de la inhibicidn lateral.

En Drosophila, 1a inhibicién lateral genera una relacidn competitiva entre
céluias adyacentes (Collier y cols., 19886, Monk, 1998). Esta operacién permite
explicar cdmo pequenias diferencias iniciales entre células vecinas son
amplificadas mediante un mecanismo de retroalimentacién positivo, prediciendo
a la vez, un patrén mosaico para la expresién de delfa (tablero de ajedrez). Por
el contrario, en la eplfisis la expresion de defta se produce entre células
contiguas. En relacién con esto, fih funciona como un gen de pre-patrén y
define un primordio con competencia para formar neuronas {Masai y cols.,
1997; Cau y Wilson, 2003), activande la expresién de genes proneurales como
zashl1a, ngn1 y neuroD (Cau y Wilson, 2003). Es factible proponer que la

expresion constante de fih en un grupo de células adyacentes permite la

o
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acumulaciéon de suficiente producto proneural (bHLH), como para superar la

inhibicién lateral transmitida por Notch entre células adyacentes (Fig. 34). Esta

Fig. 34. Posible actividad de fih en la neurogénesis. (A) En ausencia de fih la
inhibicién lateral opera entre células vecinas. (B) En la epifisis al principio la flh activa
la expresion de ashf y deffa. Delta activa Notch en la célula vecina iniciando una
serie de interacciones competitivas entre las células. (B). La actividad de fih
mantiene la expresion de ash? en un grupo de células adyacentes permitiendo
superar la inhibitoria lateral mediada por Notch. Es probable que este mecanismo
permita la especificacién neuronal en la epifisis.
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hipdtesis sugiere que el papel principal del gen homeoproteina fih (en ia
neurogénesis de la epifisis) es establecer los ciclos de mantencién en la
transcripcion de los genes zash1a y deffa entre células vecinas. Asf, la sefal f1h
* mantendria la expresion de zash7a, este factor bHLH inducirfa por su parte la
expresion de dalfa, la cual también seria mantenida por la actividad permanente
de flh. De la misma manera a fo observado en fa placa neural los genes
proneurales y neurogénicos estarian encargados de controlar el nimero de
neuronas. Por su parte, la activacion territorial de fih sobre los genes
proneurales y delta podria contrarrestar el efecto represivo de ia sefial Notch
(Fig. 34).

Es necesario notar que ia falta de funcién de Notch en el mutante mib,
modifica de forma diferencial la expresidn epifisiaria a nive! de los RNA
mensajeros para los genes deffaA, D y B, esto es, observamos una expansién
mas significativa en ja expresion de mRNA para delfaB. La gran expresion
epifisiaria de deffaB en los embriones mib, puede indicar una respuesta
diferencial de los genes deffaA, D y B frente ia inhibicién lateral. En efecto,
Haddon y cols. (1998) muestran que Delta B es el ligando de Notch mas
fuertemente regulado por la inhibicién lateral a lo largo de la placa neural de los
embriones (Haddon y cols., 1998). Por consiguiente y cotejando con los
resultados de Haddon y cols, (1988), es factible postular que en la epifisis la
expresion del mRNA para delfaB es mas suceptible a la inhibicién lateral
(mediada por Notch) comparada con la expresidn de los mRNA para delfaA y
deltaD.
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4.4. Notch regula la produccién neuronas y glias.

De las consideraciones anteriores es posible sugerir que la diferenciacién
de las neuronas sensoriales en la epffisis no depende de la interaccin entre los
genes proneurales y neurogénicos. En efecto, al sobre activar la via Notch
vemos que se producen menos neuronas de conexién y fotorreceptores. Si en
la epifisis Notch participase en la diferenciacion neuronal, se daria como
primera condicion que el aumento o la pérdida de actividad de la via, produjera
un cambioc en la relacién de fotorreceptores y neuronas de conexién. Sin
embargo, en ef mutante mib se produce un exceso de neuronas de los dos
tipos. Por consiguiente, podemos sugerir que Notch controla la cantidad de
neuronas primarias, pero no participaria en la diferenciacién de las mismas.

Varias lineas de evidencia han propuesto que Noich promueve
directamente el desamrollo de algunos tipos de glias (Tomita y cols., 2000;
Vetter, 2001; Hae-Chule y Appel, 2003). Por ejemplo, en la retina de ratén ia
produccion de glias radiales es fuertemente inducida rio abajo de Notch (Bae v
cols., 2000). En pez cebra, analizando la neurogénesis del mutante mib, Jiang y
cols. (1996}, sugieren que la via Notch induce un aumento en la produccién de
glias en defrimento de las neuronas. Asi io confirmé el andlisis de embriones
transgénicos que sobreexpresan Notch activado en la retina de pez cebra
(Scheer y cols., 2001). Ambas interpretaciones sugieren que ias mismas células
son las precurscras comunes de neuronas y glies {Jiang y cols., 1986; Scheer y
cols., 2001). Al hilo conductor de estas evidencias, es posible sugerir que la via

Notch actia al iniclo de la neurogénesis seleccicnando la cantidad de células
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precursoras que dardn origen a neuronas y glias. A favor de esta hipétesis
nuestros analisis preliminares indican un descenso de la gliogénesis en mib
(resultados no mostrados). Pero en estos andlisis no pudimos descartar que
dicho efecto fuera un fendmeno secundario, derivadc del incremento en la
apoptosis o necrosis celular de los embriones mib. Este punto puede ser
resuelfo en el futuro mediante la determinacién de muerte celular, usando
tacnicas como Tunnel o medicidn de la replicacién del DNA usando tinciones

con Bromo-deoxi-uridina.

5. Mecanismos implicados en la diferenclacion neuronal.

5.1. La diferenciacion de fotorreceptores y neuronas de conexion.

En la neurogénesis de la epifisis ain hay varios aspecios que se
desconocen respecto de la diferenciacién hacia fotorreceptores y neuronas de
conexién. Es factible, que junto con la inhibicion lateral, otros mecanismos
puedan controlar la especificacion de los distintos tipos de neuronas que
constituyen la pineal. En Drosophila, pollo y ratén factores como Prospero,
Numb y Lunatic-Fringe, actdan como moduladores de la funcidn de Noich.
Algunas de estas proteinas son expresadas en el desarrollo de Ia epffisis
(Glasgow y Tomarev, 1998, Appel y cols., 2003). En pollo, la proteina Numb
funciona como un antagonista de Notch. inicialmente, se expresa en un grupo
de células indiferenciadas y mas tarde se localiza exclusivamente en las células
seleccionadas para formar neuronas (Eddison y cals., 2000). En el pez cebra el

homologo vertebrado de prospero, prox1 participa como cofactor de numb y se
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expresa en varias etapas relevantes de la neurogénesis (Glasgow y cols.,
1998). Tanto prox7 como numb, estén asociados con las divisiones celulares
asimétricas que actiian concertadamente junto con Ia inhibicidn lateral, en la
diferenciacion neuronal dentro del SNC y SNP (Campos-Ortega, 1997). Sin
~embargo, hasta el momento no se ha caracterizado la expresion de prox? y
numb en la epifisis.

Los datos que se disponen hasta ahora permiten descartar y/o postular
mecanismos para la diferenciacion neuronal en la eplifisis. En este 6rgano, los
genes proneurales podrian actuar de manera analoga a lo observado en
Xenopus, ratén y poflo. En estas especies, los genes ngn (ngnr-1, ngn1, ngn2) y
Ac-sc (xash3, mashi1, cash4) forman una jerarquia regulatoria, que determina fa
diferenciacion de neuronas sensoriales y motoras en el SNC y SNP (Ma y cals.,
1896; Fode y cols., 1998; Ma y cols., 1998; Casarosa y cols., 1999; Perron y
cols., 1899, Cau y cols., 2002). Sin embargo, en la neurogénesis de la epifisis
Cau y Wilson (2003) y nosotros observamos que los genes proneurales zash7a
y ngn1 no presentan regulaciones cruzadas. Adicionalmente, mostramos que la
diferenciacion neuronal es independiente de la funcién de zash1a y ngn1.

Una interpretacion altemativa, es que la aparicién de un tipo de neurona
requiera la formacién previa del ofro tipo de neurona. En efecto, nuestros
ensayos inmunocitequimicos muestran que las neuronas de conexion aparecen
el primer dia de desarrollo, mientras los fotorreceptores sélo se detectan a partir

del segundo dia. Para analizar el papel de los lingjes celulares en la

diferenciacion, en el futuro se podrian realizar ablaciones genéticas o

o
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mecénicas que eliminen células de modo selectivo. Por ofra parle, la
diferenciacién neuronal podria depender de genes que solo se expresan en las
neuronas de conexion como, pax8 (Masai y cols., 1997), lim3 (Glasgow y cols.,
1997), one-cuf (Nguyen y cols, 2000), o genes exclusivos de los
fotorreceptores como, Crx (Liu y cols., 2001), ofx2 (Nishida y cols., 2003), otx5
(Gamse y cols., 2002) y exorodopsina {Mano y cols., 1999). Indicio de ello es
que, ofx2 regula los niveles de expresion del factor transcripcional Crx {Nishida
y cols., 2003). A su vez, ofx2 y Crx inducen directamente el promotor de
exorodopsina, determinando la diferenciacién hacia fotorreceptores.

Es posible representar la neurogénesis en ia epifisis de la siguiente
manera: el limite anterior de fih compite con la actividad represora de mbl desde
la regién anterior, definiendo el limite anterior de la expresidn de fih y asi la
posicién de la epifisis en el epitdlamo (Masai y cols., 1997; Heisenberg y cols.,
2001). Ellimite dorsal para la expresidn de fih queda definido por la actividad de
bmp?7, en tanto el limite ventral es mantenido por la expresién de shh (Nguyen y
cols., 1998). Luego, flh mantiene la expresion de zash1a y ngn? en los
precursores neuronales de la epifisis {modelo en Fig. 35). Por su parie, zash?a
y ngn1 inducen la expresién de deffa y neuroD (Cau y Wilson., 2003). Como
hemos visto la via Notch y Delta participa controlando la cantidad de neuronas
formadas en la epifisis. En esta vesicula Notch se expresa de forma
homogénea y su activacién puede depender de la localizacion de sus figandos.
Resultados previos muestran que la sobre activacion de Notch disminuye en

forma general la expresion de los genes proneurales y delfa, activando
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gliogénesis en detrimento de la neurogénesis (Blader y cols,, 1997: Takke y
cols., 1999; Scheer y cols., 2001). Por ofra parte, en los embriones mib nosotros
encontramos un marcado aumento en ia expresion de los genes proneurales y
deifa en la epffisis, esto como consecuencia de la interferencia en la sefial
Notch. La suma de estos resultados permite postular que, en la pineal el
balance enire neurogénesis y gliogénesis podria depender de ios niveles de
actividad transduccional de via Notch. Efectivamente, encontramos que al
aumentar la actividad de la via Notch se producen menos neuronas de conexion
y fotoreceptores (Tuac, Zpr1). Adicionalmente, ia diferenciacion neuronal en la
epifisis podria ser parte explicada por la convergencia de genes que acttan
més tardiamente que la via Nofch como son: Onecut, pax6, ox2, otx5 y Crx

entre otros (Fig. 35).
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A. Especificacion .B. Competencia:

b -
obc2, obcd

Fig.35. Interacciones genéticas durante la neurogénesis de la epifisis. Al
principio flh conecta la informacion posicional con la neurogénesis activando la
expresion de los genes proneurales zash1a y ngn1. Ambos genes activan delfa en
los precursores neuronales. Delta activa Notch en las células vecinas. Las células
que expresan altos niveles de delfa son seleccionadas para formar neuronas
primarias (Islet1 y Huc). Las células que expresan bajos niveles de delta reprimen
la neurogénesis a favor de la formacion glias. La proteina Mib es indispensable en
la transduccion de la sefial via Notch. En efecto, la pérdida de la funcién mib
determina la formacién de neuronas supemumerarias. Mas tarde las neuronas
primarias se diferencian hacia neuronas de conexién (Tuac) y fotorreceptores
(Fret43). Probablemente la diferenciacién neuronal dependa de la accitn
concertada de genes como, ofx2, ofx5, pax6, one-cut, entre otros.
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6. Mecanismos involucrados en la neurogénesis de la linea lateral
posterior (lIp).

6.1. Papel de ngn1 en la generacién de ganglios sensoriales.

El primordio de la linea lateral posterior (lip) se localiza en la superficie
del neuroéctodermo, esta formado por una sola capa de células asentadas
sobre el ganglio de 1a lip, el cual inerva los neuromastos durante la migracién.
Hasta el momento, no se conocen los mecanismos moleculares implicados en
neurogénesis y diferenciacion de las neurcnas, cllios, y glias, que forman la lip.

La lip, al igual que otros 6rganos sensoriales, deriva de placodas
ectodérmicas (revision Metcalfe., 1989). En el caso de pez cebrs, se ha
mostrado que ngn? es esencial en el desarrollo de los ganglios trigémino, ético
y lip {Andermann y cols., 2002; Comell y Eisen, 2002). Altemativamente, ofras
especies emplean més de un gen para el mismo proceso, por ejemplo, en raton
y Xenopus ngn1 participa en la formacién del ganglio proximal, en tanto ngn2
participa en la neurogénesis del ganglio epibraquial (Fode y cols., 1998; Ma y
cols., 1998, Schiosser y Northcutt, 2000). En pez cebra observamos que la
perdida de la funcion de ngni, elimina todos los ganglios sensoriales. Sin
embargo, comprobamos que los neuromastos se forman y diferencian
normalmente en ausencia de ngn7. Por consiguiente, ngn7 no interviene en la
neurogeénesis de los neuromastos. Efectivamente, Anderman y cols. (2002)

llegan a una conclusién similar usando la misma metodologia.




103

6.2. Papel de neuroD en la diferenciacién de la lip.

Nuestros resultados muestran que la transcripcién de neuroD es previa al
comienze de la migracion de la lip. Ademas, hemos utilizado oligos morfolinos
para interferir con la funcién de neuroD y analizar de este modo el papel de
neuroD en la neurogénesis de la lip. El principal efecto de bloquear neuroD es
la aparicion de neuromastos indiferenciados en la ilp, esto sugiere que el factor
transcripcional bHLH neuroD es un componente indispensable para Ia
diferenciacion de los neuromastos en la llp.

A semejanza de la epffisis, en la placoda y en el ganglio de 1a lip Ia
expresion de los genes proneurales (ngn7 y zath?) precede a la expresion de
neuroD. Considerando ofros sistemas donde ngn? regula neuroD (Blader y
cols., 1997; Korzh y cols., 1998; Cau y Wilson, 2003), podemos sugerir que
ngn1y zath1 funcionan rio arriba de neuroD, controlando la neurogénesis de
neuronas del ganglio de la lip.

Por lo antes dicho, podemos conciuir que ngnf no participa en el
desarrollo de los neuromastos (Andermann y cols, 2002). Ademds,
encontramos que neuroD participa exclusivamente en la diferenciacién de los
mismos ya que, en embriones tratados con el morfolino para neurcD, los

neuromastos se depositan normalmente (resultados no mostrados).
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6.3. Expresion de defta en la neurogénesis de la lip.

Las evidencias previas muestran que la migracion de los neuromastos
puede ser monitoreada en el tiempo detectande la expresidn de nofch3.
Ademas, indican que la restriccion espacial en la transcripcién de los genes
zath1 y delta revela una progresion en la neurogénesis de la lip (itoh y Chitnis,
2001). Como en la epifisis, en la lip los genes proneurales y neurogénicos son
expresados en un patrén que sugiere la participacién de la inhibicion latera! en
el proceso de seleccion de los neuromastos. En efecto, Itoh y cols. (2001)
muestran que en la lip la expresion de zath? y deffa es inversamente
proporcional al nivel de expresion para nofch3. Esto concuerda con el aumento
en el nimero de cilios producidos en el mutante de la via Notch, mib (ltoh y
Chitnis, 2001).

En la epifisis y la llp de los embriones mib, hemos mostrado una
expansion de la zona de competencia neuronal, indicativo de un aumerto en Ia
probabitidad de neurogénesis. Sorprendentemente, en mib no dstectamos
neuromastos funcionales con el método de tincién vital DASPEL. Sin embargo
en mib, la ausencia de neuromastos puede deberse enire otras causas, al
aumento de la muerte celular 0 apoptosis.

Basandonos en nuestros resultados podemos concluir la conservacion de
varios eventos geneéticos entre la neurogénesis de la epifisis y de ia lp. La
restriccién temporal en la expresién de los genes proneurales y deffa es similar
en el desarrollo de ambas estructuras. Los niveles de expresion de ngnt,

zasha, zath1 y delfa, pueden ser modificados variando la actividad de la via
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Notch, En efecto, en los embriones mutantes de Notch, se produce un aumento
en la expresion del gen proneural neuroD y delta, acompafiado de un

incremento en [a cantidad de neurcnas formadas.

5.4. Notch regula neuroD en la lip.

Nuestros experimentos muestran que, la scbreexpresidn de un
constitutivo activado de Notch (NICD) produce una fuerte inhibicion en la
expresion de neuroD corespondiente a los ganglios sensoriales y en
consecuencia al ganglio de la ilp. Este efecto, probablemente se debe a la
activacién del represor transcripcional Her en los embriones tratados NICD
(Takke y cols., 1999). Por el contrario, mostramos que la inactivacion de ia via
Notch en mib, produce expresién ectépica de neuroD. Los efectos observados
scbre la expresion de neuroD, al aumentar o disminuir la actividad de via Noich,
son posiblemente el resultado de la regulacion que ejerce Notch sobre los
genes proneurales tempranos como ngn? o zath1. Sin embargo, este punto
debe ser demostrado en el futuro.

Durante el desarrollc de pez cebra Notch se expresa en forma
homogénea en fas zonas neurogénicas y se sabe que su activacion depende de
la localizacién de los ligandos de la via (Haddon y cols., 1998; Appel y Eisen,
1868). Hemos mostrado que delfad y B presentan un patrén dindmico de
expresion localizdndose en el primordio de la lp. Por su parte neuroD se
expresa en las mismas céiulas, pero en un territorio més amplio. Esto nos llevo

a analizar la expresion de delfaA, deltaB y neuroD, en la llp de los embriones
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mutantes de Notch (mib). Efectivamente, mostramos que la disminucién en la
actividad Notch permite una sobreexpresién de los genes deftaB y NeuroD. El
andlisis detallado de la expresion de deltad y deltaB en mih, muestra una
sobreexpresion mas marcada en el caso de delfaB. Lo cual indica que ambos
genes son regulados diferencialmente por la inhibicién lateral. De este modo, es
factible sugerir que tanto en la epifisis como en la ilp, el gen defta que presenta

mayor sensibilidad por la inhibicion lateral es deffaB.
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CONCLUSIONES

1. zash1a y ngn1 participan en la neurogénesis de la epifisis.

1.1. zash1a regula la competencia neuronal activando deffa (deltaA, deltaB,
deltaD) en los precursores neuronales.

1.2. zash (zash1a, zash1b) autorregula su expresion mediante un mecanismo
de retroalimentacion negativa.

1.3. La expresion espacio/temporal de los genes zashfa, ngn? y neuroD revela
una jerarquia reguladora en la neuragénesis de la pineal.

1.4. zash1a y ngn1 son necesarios para la farmacién de las neuronas primarias,
pero no participan en la diferenciacién hacia fotorreceptores y neuronas de

conhexion.

2. Notch regula la seleccién de precursores neuronales en la epifisis.

2.1. Notch regula la expresién de los genes proneurales zashia, ngnt y
NeuroD.

2.2. Notch regula el nimero de neuronas formadas. En efecto, en mib la
interferencia de la via Notch determina la aparicidn de neuronas
supernumerarias,

2.3. Notch no participa en la diferenciacion neuranal de la epifisis.
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3. Un mecahismo similar opera en la neurogénesis de la epifisis y de la
linea lateral posterior {lip).

3.1. La neurogénesis de la epifisis y la llp presentan las siguientes
caracteristicas comunes. 1. Expresién de genes proneurales (neuroD) y
neurogénicos (delfa),

3.2. En el mutante mib, la interferencia de la via Notch determina el aumento en

la expresién de neuroD y deffa tanto en la lip como en la epifisis.
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PERSPECTIVAS

En la neurogénesis existen varias interrogantes que dicen relacién con
los mecanismos moleculares que coordinan el proceso de diferenciacién entre
células adyacentes. Aln se desconoce en forma completa la sucesion de
eventos que determina que las células madres se diferencien, pero si se sabe
que existe una relacién entre el destino neuronal y la induccién genética durante
¢l desarrollo, la cual conlleva a la migracién celular v la interaccién entre células
adyacentes. Ya en tiempos tempranos de la embriogénesis, previo a la
divergencia de los distintos tipos celulares, se produce interaccién entre las
células mediada por los genes nofch/delta. El hecho de que los genes
proneurales y neurogeénicos participan en las primeras etapas de la
neurogénesis en la epifisis y la linea lateral posterior, permite pensar en una
conservacion funcional de estos genes entre verlebrados y Drosophila. Es
interesante notar que, en el pez cebra la epifisis parece poseer caracteristicas
de organizador. En este dominio localizado en el techo del diencéfalo se
expresan moléculas secretadas como Wnt y BMP. Por otra parte, los genes
oix2, otx5, onecut, pax6, se expresan previo a la diferenciacion en los
precursores de fotorreceptores y neuronas de conexion. Seria interesante
estudiar el papel de estos genes en el estsblecimiento de las vias de
diferenciacion neuronal en la epifisis, en particular la interaccion de Wnt y BMP

con estos genes y en paralelo investigar la relacién entre los genes zashia,
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ngn1, notch/delfa como un elemento comtn en la definicién de la cantidad de
neuronas formadas dentro del sistema nervioso embrionario.

Otros aspectos importantes de resolver en el futuro son: la participacion
de elementos reguladores de la via Notch como Lunatic-fringe, Numb y
Prospero en la seleccitn neuronal y hasta que punto los diferentes genes delta

participan de manera diferencial en la neurogénesis de ia epifisis.
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